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1 Verzeichnis der Abku¨rzungen
AG490 alpha-Cyano-(3,4-dihydroxy)-N-benzylcinnamide
AGM-Region aorto-gonad-mesonephros-Region
AML akute myeloische Leuka¨mie
Amp Ampicillin-Resistenz
APS Ammoniumperoxodisulfat
APS (Protein) adaptor protein with pleckstrin homology and src homology 2 domains
ATP Adenosin-Triphosphat
β-Gal β-Galactosidase
bp Basenpaare
BSA bovine serum albumin
cDNA komplementa¨re Desoxyribonukleinsa¨ure
CIS cytokine-inducible SH2 protein
CLC cardiotrophin-like cytokine
CML chronisch-myeloische Leuka¨mie
CNTF ciliary neurotrophic factor
COPD chronic obstructive pulmonary disease
CSF colony stimulating factor
CT Cardiotrophin
DEAE-Dextran Diethylaminoethyldextran
DMEM Dulbecco´s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure
DTT Dithiothreitol
E Extinktion
E. coli Escherichia coli
ECL enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure
EGF epidermal growth factor
EMSA electrophoretic mobility shift assay
EPO Erythopoetin
ER Endoplasmatisches Reticulum
Erk extracellular signal regulated kinase
EZM Extrazellula¨re Matrix
FKS fo¨tales Ka¨lberserum
FN Fibronektin
G-CSF granulocyte-colony-stimulating factor
GH growth hormone
GM-CSF granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor
gp Glykoprotein
Grb growth factor receptor bound protein
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GTP Guanosin-Triphosphat
HBS HEPES buffered saline
HEPES N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N-2-ethansulfonsa¨ure
HRP horseradish peroxidase
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
JAK Janus-Kinase
JH2 Jak homology domain 2
KD Kilodalton
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
LIF leukaemia inhibitory factor
Lsg Lo¨sung
MAPK mitogen-activated protein kinase
MGF mammary gland factor
MMP Matrix-Metalloproteinasen
NF nuclear factor
ng Nanogramm
NP Neuropoetin
NP40 Nonidet-P40
OD Optische Dichte
ONP Ortho-Nitrophenol
ONPG Ortho-Nitrophenyl-β-Galaktopyranosid
OSM Oncostatin M
P Phosphat
PA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
PBS phosphat buffered saline
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PDGF plateled derived growh factor
PE Phycoerythrin
Pen Penicillin
PIAS protein inhibitors of activated STATs
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PP1 Protein Phosphatase 1
PRL Prolaktin
PVDF Polyvinyldifluorid
R Rezeptor
RNA Ribonukleinsa¨ure
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RPMI Rosewell Park Memorial Institute (Medium)
RT Raumtemperatur
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SDS sodium dodecyl sulfate
SH2 src-homology domain 2
SH2-B SH2 domain-containing Adapterprotein B
SH2-Bβ β-Isoform des Adapterproteins SH2-B
SHP SH2-domain-containing phosphatase
sIL-6R soluble interleukin-6 receptor
SOCS suppressor of cytokine signalling
Sos son of sevenless
STAT signal transducer and activator of transcription
TBE Tris Borsa¨ure EDTA
TBS-N Tris buffered saline-Nonidet P40
TGF transforming growth factor
TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase
tk Thymidinkinase
TNF tumor necrosis factor
TPO thrombopoietin
TYK Tyrosinkinase
Tyr Tyrosin
U unit
UV Ultraviolett
wt Wildtyp
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2 Einleitung
Urspru¨nglich bestand das Leben auf der Erde nur aus einfachen Einzellern, den Prokaryonten. Erst
im Laufe von Millionen von Jahren entwickelten sich mehrzellige Organismen. Damit erfolgte einer
der entscheidenden Schritte zur Entstehung von ho¨heren Lebensformen bis hin zur heutigen Pflanzen-
und Tierwelt. In mehrzelligen Lebewesen ko¨nnen verschiedene Aufgaben auf entsprechend unterschied-
lich spezialisierte Zellen verteilt werden. In ho¨her entwickelten Tieren existieren zahlreiche vielzellige
Gewebe mit differenzierten Funktionen, z.B. Muskel- und Nervengewebe. Diverse Kommunikationssys-
teme wie Nervenbahnen und Hormone ermo¨glichen das geordnete Zusammenspiel der verschiedenen
Zelltypen. Dem Informationsaustausch zwischen Zellen dienen auch die sogenannten Zytokine.
2.1 Zytokine
Der Begriff ”Zytokin“ entstand urspru¨nglich zur Bezeichnung von Moleku¨len, die durch Zellen des
Immunsystems produziert werden und der Modulation der Immunantwort dienen. Schon bald wurde
jedoch klar, dass auch Botenstoffe außerhalb des Abwehrsystems a¨hnliche Eigenschaften besitzen. Heu-
te wird der Begriff Zytokin weitaus umfassender verwendet: Er bezeichnet hormona¨hnliche Botenstoffe,
die der Signalu¨bertragung zwischen verschiedenen Zellen dienen und auf ihre Zielzellen eine regulato-
rische Funktion, z.B. bezu¨glich Wachstum und Differenzierung, ausu¨ben. Im Gegensatz zu Hormonen,
die in einem Organ gebildet werden und u¨ber den Blutstrom zu ihren Zielgeweben gelangen, vermitteln
Zytokine ihre Wirkung hauptsa¨chlich parakrin und autokrin. Die Produktion der Zytokine wird durch
verschiedene physiologische und pathologische Stimuli reguliert. So fu¨hren beispielsweise Infektionen
zur Ausschu¨ttung diverser Zytokine, die ihrerseits auf die Synthese weiterer Zytokine Einfluss neh-
men. Dadurch ergibt sich ein sehr komplexes Zusammenspiel der einzelnen Zytokine, dessen Sto¨rung
zu einer Reihe von Krankheiten fu¨hren kann. Hierzu za¨hlen zum Beispiel chronisch entzu¨ndliche Er-
krankungen (wie Morbus Crohn, Psoriasis oder rheumatoide Arthritis) und Autoimmunerkrankungen
(wie Multiple Sklerose). Auf der Basis von A¨hnlichkeiten in der Aminosa¨uresequenz oder funktioneller
Homologie werden die Zytokine in verschiedene Gruppen eingeteilt. So unterscheidet man unter an-
derem die Familie der Interleukine, Chemokine, Interferone, TNFs (tumor necrosis factors) und CSFs
(colony stimulating factors) [1]. Trotz der unterschiedlichen Struktur und Wirkung haben diese Zyto-
kine eine Gemeinsamkeit: Da die Zellmembran fu¨r sie eine undurchdringliche Barriere bildet, mu¨ssen
sie an spezifische Rezeptoren an der Zelloberfla¨che binden, um wirken zu ko¨nnen. Daraufhin werden
verschiedene intrazellula¨re Signaltransduktionsmechanismen aktiviert, die letztendlich zur Expression
bestimmter Gene fu¨hren.
2.2 Die Gruppe der Interleukin-6-Typ-Zytokine
Aufgrund struktureller und funktioneller Gemeinsamkeiten werden die Zytokine Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-11 (IL-11), Interleukin-27 (IL-27), LIF (leukaemia inhibitory factor), CNTF (ciliary neu-
rotrophic factor), CT-1 (cardiotrophin-1 ), CLC (cardiotrophin-like cytokine), Neuropoetin (NP) und
Oncostatin M (OSM) zu einer Gruppe zusammengefasst [2, 3, 4]. Nach ihrem zuerst entdeckten Ver-
treter IL-6 werden sie als Interleukin-6-Typ-Zytokine bezeichnet. Die Synthese dieser Gewebshormone
erfolgt durch diverse Zellen der lymphatischen Reihe wie Monozyten, T- und B-Lymphozyten, ist aber
keineswegs auf diese beschra¨nkt. Auch in zahlreichen anderen Geweben werden IL-6-Typ-Zytokine pro-
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duziert, unter anderem durch Fibroblasten, Endothelzellen und verschiedene Tumorzellen. Daneben
kann ein bestimmtes Zytokin auch auf verschiedene Gewebe einwirken, es wirkt also pleiotrop. Die
IL-6-Typ-Zytokine sind an der Regulation der Immunantwort beteiligt, indem sie auf ihre Zielzellen
eine Reihe unterschiedlicher, zum Teil redundanter Funktionen ausu¨ben. Beispielsweise stimulieren
IL-6, aber auch OSM und LIF, die Hepatozyten zur Produktion der Akut-Phase-Proteine und regen
die Abwehrzellen durch Interaktion mit weiteren Zytokinen zur Proliferation und Differenzierung an
[5, 6]. Wa¨hrend des Entzu¨ndungsprozesses sind sie an der Entstehung von Fieber und Leukozytose
beteiligt. Im Rahmen der Ha¨matopoese vermitteln sie die Differenzierung multipotenter ha¨matopoeti-
scher Stammzellen und die Reifung von Makrophagen, Megakaryozyten und Osteoklasten. Weiterhin
ko¨nnen die IL-6-Typ-Zytokine als Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fu¨r verschiedene Zellen
dienen. Damit spielen sie auch bei der Tumorentstehung eine wichtige Rolle: Auf der einen Seite wirken
sie wachstumsfo¨rdernd auf verschiedene Tumore, auf der anderen Seite sind auch hemmende Einflu¨sse
auf die Proliferation von Tumorzellen bekannt [2]. Um die Eigenschaften der Zytokine und auch ihre
Bedeutung bei pathologischen Prozessen verstehen zu ko¨nnen, ist es essentiell, die Mechanismen zu
untersuchen, die an der Signalweitergabe innerhalb der Zelle beteiligt sind.
2.3 Signaltransduktion der IL-6-Typ-Zytokine
Die Wirkung der IL-6-Typ-Zytokine wird u¨ber transmembrane Rezeptorkomplexe vermittelt (Abb.
1). Diese setzen sich aus verschiedenen Rezeptoruntereinheiten zusammen, welche direkt oder indi-
rekt an der Signalweitergabe beteiligt sind. Nur indirekt involviert sind die α-Untereinheiten IL-6Rα,
IL-11Rα und CNTFRα, die von IL-6, IL-11 bzw. CNTF und CLC genutzt werden. Dagegen sind die
Untereinheiten gp130, OSMR und LIFR unmittelbar an der intrazellula¨ren Signaltransduktion betei-
ligt und werden daher auch als signaltransduzierende Untereinheiten/Rezeptorketten bezeichnet. Die
Rezeptoreinheit gp130 wird von allen IL-6-Typ-Zytokinen verwendet (Abb. 1).
Abbildung 1: Die Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine(vera¨ndert aus [7]: Die signaltransduzierenden
Rezeptoruntereinheiten gp130 (gru¨nblau), LIFR (blau) und OSMR (hellblau) sind Transmembranproteine. Die
jeweils bindenden Zytokine sind als Kreise dargestellt. Nicht dargestellt ist das ku¨rzlich entdeckte Zytokin IL-27,
das u¨ber den IL-27-Rezeptorkomplex aus den Untereinheiten gp130 und WSX-1 signalisiert [8].
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Durch die gemeinsame Nutzung von gp130 la¨sst sich die zum Teil redundante Wirkung der
Interleukin-6-Typ-Zytokine erkla¨ren. IL-6 fu¨hrt zur Bildung eines gp130 Homodimers, wa¨hrend OSM,
LIF, CNTF und CT-1 u¨ber einen heterodimeren Komplex aus gp130 und dem LIFR signalisieren.
Der OSMR wird von Oncostatin M zur Signaltransduktion genutzt. Humanes OSM kann als einzi-
ges IL-6-Typ-Zytokin u¨ber zwei verschiedene Rezeptorkomplexe signalisieren: Entweder u¨ber gp130
in Verbindung mit dem LIFR (Typ1) oder u¨ber einen Rezeptorkomplex aus gp130 und dem OSMR
(Typ2) [2, 7]. Dadurch unterscheidet es sich von murinem OSM, das ausschließlich u¨ber den Typ2-
Rezeptorkomplex wirkt. Murines OSM ist nicht fa¨hig, u¨ber den humanen OSMR zu signalisieren und
umgekehrt. Ursa¨chlich ist vermutlich die geringe Sequenzidentita¨t zwischen humanem und murinem
OSMR (55%). Nach Bindung des IL-6-Typ-Zytokins an seinen Rezeptor kommt es zur Aktivierung
verschiedener intrazellula¨rer Signaltransduktionsmechanismen. Einen der wichtigsten Wege der Signal-
weitergabe stellt die JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade dar.
2.4 Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg
Benannt wurde dieser Weg der Signalu¨bertragung nach den beteiligten Moleku¨len: Den Januskinasen
(JAKs) und den als STATs (signal transducers and activators of transcription) bezeichneten Tran-
skriptionsfaktoren. Bisher sind sieben STAT-Proteine (STAT1, -2, -3, -4, -5a, -5b und -6) identifiziert
worden [7]. Die Januskinasen sind konstitutiv mit dem intrazellula¨ren Teil der Zytokinrezeptoren as-
soziierte Tyrosinkinasen, deren Familie aus vier Mitgliedern besteht: JAK1, JAK2 und TYK2, die
ubiquita¨r exprimiert werden, sowie JAK3, eine hauptsa¨chlich in ha¨matopoetischen Zellen auftretende
Kinase [7]. Benannt wurden diese Kinasen nach dem ro¨mischen Gott Janus, dem Gott der Tore, des
Ein- und Ausgangs.
Abbildung 2: Der Gott Janus
Dieser hat zwei Gesichter und kann daher sowohl nach vorne als auch nach hinten blicken (Abb.
2). Auch die JAKs verfu¨gen u¨ber ”zwei Gesichter“, na¨mlich zwei Kinase-Doma¨nen, von denen eine
aber aufgrund mehrerer Mutationen katalytisch inaktiv ist und daher als Pseudokinasedoma¨ne be-
zeichnet wird [9]. JAKs sind erforderlich, weil die Mitglieder der Zytokinrezeptorfamilie im Gegensatz
zu anderen Rezeptorgruppen (z.B. den Rezeptoren der Wachstumsfaktoren) u¨ber keine intrinsische
enzymatische Aktivita¨t verfu¨gen und daher nicht in der Lage sind, intrazellula¨re Proteine direkt zu
phosphorylieren. Dies geschieht vielmehr u¨ber die Aktivierung der Januskinasen nach Bindung des
Zytokins an seinen Rezeptor. Im Fall der Interleukin-6-Typ-Zytokine erfolgt die JAK-Aktivierung
durch Liganden-induzierte Aggregation der Rezeptoruntereinheiten. Dadurch gelangen die rezeptoras-
soziierten Januskinasen in enge ra¨umliche Na¨he und ko¨nnen sich so gegenseitig phosphorylieren. Dies
versta¨rkt ihre enzymatische Aktivita¨t, so dass die JAKs nun Tyrosinmotive im intrazellula¨ren Teil des
Rezeptors phosphorylieren.
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Abbildung 3: Signaltransduktion des IL-6-Typ-Zytokins Oncostatin M: Nach Dimerisierung der Rezep-
toruntereinheiten kommt es zur Aktivierung des JAK/STAT-Weges und der MAPK-Kaskade
Bestimmte Phosphotyrosinmotive des Rezeptors dienen als Andockstellen der STATs, die mit ihrer
SH2-Doma¨ne an den tyrosinphosphorylierten Rezeptor binden und daraufhin ihrerseits durch die JAKs
phosphoryliert werden. Die so phosphorylierten STATs bilden Homo- und Heterodimere, translozieren
in den Zellkern und lo¨sen hier die Transkription bestimmter Gene aus (Abb. 3). Interessanterweise
ist zur Aktivierung von STAT5 nicht unbedingt eine Rezeptortyrosin-Phosphorylierung erforderlich.
Stattdessen kann auch eine direkte Interaktion zwischen JAKs und STAT5 zu dessen Aktivierung
fu¨hren [10].
2.5 Die MAPK-Kaskade
Neben dem JAK/STAT-Weg wird durch die Dimerisierung des Zytokinrezeptors auch noch ein weiterer
Signaltransduktionsmechanismus, die Ras/Raf/MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Kaskade,
aktiviert. Dabei wird das Adapterprotein SHP2 (SH2-domain-containing phosphatase 2 ) an gp130 bzw.
LIFR rekrutiert. U¨ber ein weiteres Adapterprotein, Grb2, und den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
Sos (son of sevenless) dient es als Bindeglied zum Ras/Raf/MAPK-Weg. An dessen Ende steht die
Aktivierung der MAP-Kinasen (Erk1/2, JNK, p38) und nachfolgend die Phosphorylierung von Tran-
skriptionsfaktoren. An den OSMR wird zur Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade statt SHP2 das
Adapterprotein Shc rekrutiert [11] (Abb. 3).
2.6 Negative Regulation der JAK/STAT-Signaltransduktion
Es existieren mehrere Mechanismen, um die JAK/STAT-vermittelte Signaltransduktion zu beenden:
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1. Proteinphosphatasen beenden die Signaltransduktion, indem sie JAKs, Rezeptortyrosine und
STATs dephosphorylieren. SHP2 (SH2-domain-containing phosphatase-2 ) ist eine zytoplasma-
tische Tyrosinphosphatase, die einerseits als Adapterprotein positiv auf die MAPK-Kaskade
wirkt, andererseits durch ihre Phosphataseaktivita¨t als Inhibitor der JAK/STAT-Signalkaskade
fungieren kann.
2. SOCS(suppressor of cytokine signalling)-Proteine, auch als CIS (cytokine-inducible SH2 prote-
ins) bezeichnet, wirken ebenfalls negativ regulierend. Bisher sind acht SOCS-Proteine (SOCS1-7
und CIS) bekannt, die als klassische feedback -Inhibitoren wirken: Ihre Expression wird durch IL-
6, IL-11, LIF und OSM induziert. Die Inhibition der STAT-vermittelten Signaltransduktion
erfolgt dabei durch unterschiedliche Mechanismen. CIS kann durch Bindung an den Erythro-
poetinrezeptor STAT5 kompetitiv vom Rezeptor verdra¨ngen. SOCS1 interagiert mit der Kinase-
Doma¨ne der Januskinase-2 und setzt dadurch deren enzymatische Aktivita¨t herab. Daraufhin
kommt es zur Hemmung der Tyrosinphosphorylierung von gp130, STAT1 und STAT3 [2]. SOCS3
beendet die durch IL-6 und LIF induzierte STAT-Aktivierung, in dem es an Phosphotyrosinmo-
tive des gp130 (Y759) bzw. des LIFR (Y974) bindet [7]. Außerdem wird durch SOCS3 auch die
OSM-vermittelte Signaltransduktion gehemmt. Hierbei interagiert SOCS3 jedoch unabha¨ngig
von Tyrosinmotiven des OSMR direkt mit JAK1 [12]. Daru¨berhinaus wird ein Einfluss weiterer
SOCS-Proteine auf die Degradation von Proteinen (z.B. JAKs) im Proteasom diskutiert [7].
3. PIAS (protein inhibitors of activated STATs) sind ebenfalls Proteine mit hemmendem Effekt
auf den JAK/STAT-Weg. Ihre Familie besteht aus fu¨nf Mitgliedern. PIAS3 coimmunpra¨zipi-
tiert mit tyrosinphosphoryliertem STAT3, jedoch nicht mit STAT1. Außerdem blockiert es die
DNA-Bindung von STAT3 sowie die STAT3-induzierte Genexpression. Ein vergleichbares Mo-
leku¨l (PIAS1) wurde auch fu¨r STAT1 entdeckt, so dass mo¨glicherweise fu¨r jeden STAT-Faktor
ein spezifischer Proteininhibitor existiert [7]. 2001 konnte gezeigt werden, dass PIAS Transkrip-
tionsfaktoren modulieren, in dem sie als SUMO(small ubiquitin-like modifier)-Ligasen wirken
[13, 14, 15].
Andere Systeme zur Beendigung der Signaltransduktion, wie proteolytische Degradation der STATs,
scheinen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Bemerkenswert ist, dass der OSMR nicht u¨ber die
Konsensus-Bindungsregion fu¨r SHP2 oder SOCS3 verfu¨gt. Mo¨glicherweise existieren weitere inhibito-
rische Proteine, die spezifisch die OSM-vermittelte Signaltransduktion hemmen.
2.7 Oncostatin M
Dieses IL-6-Typ-Zytokin wurde 1986 aufgrund seines wachstumshemmenden Effektes auf Melanom-
zellen entdeckt und dementsprechend Oncostatin M genannt [16]. Produziert wird OSM von ver-
schiedenen Zellen des Immunsystems, hauptsa¨chlich von aktivierten T-Lymphozyten, Monozyten und
Makrophagen [17]. Das 28 kDa große Glykoprotein weist einige Gemeinsamkeiten zu den anderen IL-
6-Typ-Zytokinen auf, z.B. die fu¨r diese Zytokinfamilie typische Struktur aus 4-α-Helices. Die gro¨ßte
A¨hnlichkeit in struktureller und funktioneller Hinsicht zeigt Oncostatin M zu LIF (leukaemia inhibito-
ry factor). Die Tatsache, dass diese beiden Zytokine 27% Sequenzgleichheit aufweisen und ihre Gene
auf Chromosom 22q12 in enger Nachbarschaft zueinander lokalisiert sind, deutet auf ihren gemeinsa-
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men Ursprung hin. Im Laufe der Evolution entwickelten sich zwei unterschiedliche Zytokine, die trotz
großer A¨hnlichkeit jeweils spezifische Funktionen wahrnehmen ko¨nnen [18].
2.7.1 Biologische Funktion und pathophysiologische Bedeutung
Oncostatin M ist ein pleiotropes Zytokin mit einer Vielzahl von biologischen Funktionen. Es reguliert
Zellwachstum und –differenzierung, ist mitverantwortlich fu¨r die Modulation des Entzu¨ndungsprozes-
ses sowie die Auslo¨sung der Akut-Phase-Antwort und beteiligt sich maßgeblich an der fetalen Leberent-
wicklung und Ha¨matopoese. Daneben beeinflusst OSM u.a. die Embryogenese, z.B. die Entwicklung
von neuronalem und testikula¨rem Gewebe [19, 20], den Cholesterolmetabolismus [21, 22, 23] und
die Angiogenese [24]. Interessanterweise sind sowohl Wachstum als auch Fortpflanzung von Ma¨usen,
denen die spezifische OSM-Rezeptor-Untereinheit (OSMR) fehlt, unauffa¨llig. Hier scheinen redundan-
te Einflu¨sse anderer Zytokine den OSM-Rezeptormangel auszugleichen. Die auftretenden Blutbild-
vera¨nderungen bei diesen knock-out-Ma¨usen weisen jedoch auf eine essentielle Rolle bei Erythro- und
Thrombozytopoese hin. Dass in diesen Ma¨usen die Erholung der Leber nach diversen Scha¨digungen
deutlich beeintra¨chtigt ist [25], spricht daru¨berhinaus fu¨r regenerationsfo¨rdernde Eigenschaften des
OSM. Im Folgenden werden die wichtigsten Funktionen des OSM na¨her erla¨utert.
2.7.1.1 Regulation von Zellwachstum und Zelldifferenzierung Oncostatin M ist in vitro ein star-
ker Wachstumsinhibitor verschiedener Tumorzelllinien. Dies konnte u.a. an menschlichen Gliomzellen,
Meningiomzellen, Melanomzellen, Lungen-, Ovarial-, Magen- und Brustkarzinomzellen gezeigt wer-
den [26, 27, 28, 29]. Daru¨ber hinaus hemmt OSM vermutlich die Invasion und Metastasierung von
Tumoren, indem es die Expression von TIMP1 (tissue inhibitor of metalloproteinase-1 ) fo¨rdert und
damit den Abbau der extrazellula¨ren Matrix verhindert [26]. Die zytostatische Wirkung des OSM ist
ha¨ufig mit einem stimulierenden Effekt auf die Zelldifferenzierung verknu¨pft. So fo¨rdert Oncostatin
M sowohl bei Brustkrebszellen [26] als auch bei murinen Leuka¨miezellen [30], humanen Gliomzel-
len, Hepatomzellen, Fibroblasten und Endothelzellen [26] die Differenzierung. Auf der anderen Seite
hemmt OSM die Differenzierung embryonaler Stammzellen [27, 30]. Neben den zytostatischen und dif-
ferenzierungsfo¨rdernden Wirkungen, die auf eine therapeutische Einsatzmo¨glichkeit des OSM hoffen
lassen, sind jedoch auch proliferationsfo¨rdernde Effekte, z.B. auf AIDS-assoziierte Kaposisarkomzellen,
Plasmozytomzellen, Fibroblasten und glatte Muskelzellen [26] beschrieben worden.
2.7.1.2 Modulation des Enzu¨ndungsprozesses und der extrazellula¨ren Matrix Bei einer Reihe von
entzu¨ndlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose und chronisch-entzu¨ndli-
chen Darmerkrankungen wird eine vermehrte Produktion von OSM gefunden [17]. Ob es dabei pro-
oder antiinflammatorisch wirkt, wird kontrovers diskutiert. Mo¨glicherweise dient Oncostatin M als
antiinflammatorisches Zytokin der Begrenzung des Gewebeschadens wa¨hrend der Entzu¨ndungsreak-
tion und fo¨rdert Wundheilung und Ru¨ckkehr zur Homo¨ostase. Dafu¨r spricht, dass Oncostatin M von
Monozyten erst in der spa¨ten Phase der Entzu¨ndung sezerniert wird. Wallace et al. zeigten, dass
in Mausmodellen der multiplen Sklerose und rheumatoiden Arthritis die Entzu¨ndungsreaktion und
begleitende Gewebedestruktion durch OSM unterdru¨ckt wird [31, 32]. Im Widerspruch dazu stehen
die Ergebnisse verschiedener in vivo Studien, in denen eine gesteigerte OSM Expression im arthri-
tischen Gelenk mit Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-α, sowie mit Induktion
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von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) einhergeht. Die Folge sind Entzu¨ndungsreaktionen, Abbau
der extrazellula¨ren Matrix (EZM) sowie Knorpel- und Knochenscha¨den [17, 33, 34, 35, 36]. Wallace
et al. verwendeten im Mausmodell humanes OSM, das nicht an den murinen OSM-Rezeptor, sondern
nur an den LIF-Rezeptor bindet. Daher sind die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe mo¨glicherweise auf
einen LIF-a¨hnlichen Effekt des Oncostatin M zuru¨ckzufu¨hren. Insgesamt scheint OSM im arthritischen
Gelenk eher einen entzu¨ndungsfo¨rdernden, katabolen Effekt auszuu¨ben. Auch in arteriosklerotischen
Plaques findet man eine Aktivierung des inflammatorischen Zytokinnetzwerkes und eine gesteigerte
MMP-Expression und Angiogenese durch OSM. Dies kann zur Destabilisierung und letztendlich zur
Ruptur der Plaques fu¨hren, mit unter Umsta¨nden gravierenden Folgen wie Schlaganfall oder Myo-
kardinfarkt [24, 37]. In der Lunge wirkt OSM interessanterweise durch Induktion spezifischer Antipro-
teasen und Stimulation der Kollagenproduktion antiproteolytisch und profibrotisch [38, 39, 40, 41, 42].
In der Pathogenese obstruktiver pulmonaler Erkrankungen wie Asthma und COPD (chronic obstructi-
ve pulmonary disease) spielt es daher eine bedeutende Rolle [38]. Profibrotische Aktivita¨ten des OSM
sind eventuell auch an weiteren fibrotischen Erkrankungen wie Pankreasfibrose und Sklerodermie be-
teiligt [43]. Eine weitere Funktion des Oncostatin M besteht in der Induktion der Akut-Phase-Antwort
in der Leber: Obwohl IL-6 seit langem als wichtigster Regulator der hepatischen Akut-Phase-Antwort
angesehen wurde, konnte gezeigt werden, dass auch OSM die Synthese verschiedener Akut-Phase-
Proteine wie Haptoglobin und Alpha-1-Antichymotrypsin induziert [6].
2.7.1.3 Ha¨matopoese und Leberentwicklung Wa¨hrend der Embryogenese stimuliert OSM in der
AGM(aorto-gonad-mesonephros)-Region, dem Ursprungsort der Ha¨matopoese, die Bildung von ha¨ma-
topoetischen Zellen. Diese wandern spa¨ter in die Leber, wo dann die weitere Blutbildung des Fetus
erfolgt, bis die ha¨matopoetischen Stammzellen endgu¨ltig ins Knochenmark auswandern. Wa¨hrenddes-
sen wandelt sich die Leber unter parakrinem Einfluss von Oncostatin M vom blutbildenden Organ
zum wichtigsten Stoffwechselorgan. Interessanterweise scheint die Induktion der Hepatozytendifferen-
zierung OSM spezifisch zu sein, da weder IL-6, IL-11, LIF, TGFβ noch EGF diesen Effekt auslo¨sen
ko¨nnen [44, 45, 46]. Im adulten Organismus dient OSM der Erhaltung erythro- und megakaryozyta¨rer
Vorla¨uferzellen im Knochenmark. OSMR-knock-out-Ma¨use zeigen dementsprechend eine Erythro- und
Thrombozytopenie [47]. Da letztere nicht bei knock-out-Ma¨usen mit Mangel an IL-6, LIF oder IL-11-
Rezeptor-α gefunden wird, scheint OSM unter diesen Zytokinen die wichtigste Rolle in der Megaka-
ryopoese zu spielen [47].
2.7.2 Der spezifische OSM-Rezeptorkomplex
Die signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten (gp130, LIFR und OSMR) der IL-6-Typ-Zytokine
sind Membranproteine mit einem extrazellula¨ren N-terminalen Teil, der fu¨r die Ligandenbindung
verantwortlich ist, sowie einer Transmembrandoma¨ne und einem intrazellula¨ren Abschnitt, der
fu¨r die Signalweitergabe innerhalb der Zelle beno¨tigt wird. Extrazellula¨r bestehen die IL-6-Typ-
Zytokinrezeptoren aus Fibronektin-Typ-III (FNIII)- und Immunglobulin-a¨hnlichen Doma¨nen. Jede
Rezeptoruntereinheit verfu¨gt u¨ber mindestens ein Zytokinbindungsmodul aus zwei FNIII-a¨hnlichen
Doma¨nen mit einem charakteristischen Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin(WSXWS)-Motiv in der
C-terminalen Doma¨ne und vier konservierten Cysteinen in der N-terminalen Doma¨ne. Der intrazel-
lula¨re, fu¨r die Signaltransduktion essentielle Teil des Rezeptors, entha¨lt konservierte als Box1 und
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Box2 bezeichnete Regionen. Diese dienen der Assoziation der Januskinasen [2]. Gp130 und LIFR re-
krutieren sowohl JAK1 und JAK2 als auch TYK2 [48, 49, 50, 51], wa¨hrend fu¨r OSMR bisher nur die
Assoziation von JAK1 und JAK2 gezeigt werden konnte [52]. Die Januskinasen sind auch in die Ober-
fla¨chenexpression der Zytokinrezeptoren involviert. In der JAK-bindenden Region des OSMR wurden
drei Dileucin-a¨hnliche Motive identifiziert, die die Oberfla¨chenexpression des Rezeptors kontrollieren
[53]. So fu¨hrt die Anwesenheit von JAK1 zu einer versta¨rkten Oberfla¨chenexpression des Oncostatin-
M-Rezeptors [54]. Weiterhin befindet sich eine Reihe von Tyrosinmotiven im intrazellula¨ren Bereich
der Rezeptoren, die der Bindung verschiedener Proteine (STATs, SHP2 bzw. Shc u.a.) an die Rezepto-
ren dienen. Interessanterweise konnten Tyrosinmotive identifiziert werden, welche selektiv bestimmte
Proteine an den Rezeptor rekrutieren. Fu¨r STAT3 ist das Motif YXXQ essentiell, fu¨r STAT1 YXPQ
[55].
Abbildung 4: Der Typ2-Rezeptorkomplex fu¨r Oncostatin M
Der fu¨r OSM spezifische Rezeptorkomplex formiert sich aus den Untereinheiten gp130 und OSMR
(Abb. 4). Gp130 entha¨lt die sechs intrazellula¨ren Tyrosine Y683, Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915.
Das Tyrosin Y759 im gp130 dient der Bindung von SHP2 sowie SOCS3 [56]. Entsprechend den Kon-
sensusmotiven fu¨r STAT3 (YXXQ) und STAT1 (YXPQ) sind im gp130 die Tyrosine Y767, Y814,
Y905 und Y915 fu¨r die STAT3 Rekrutierung verantwortlich, wa¨hrend STAT1 vor allem an die Tyro-
sine Y905 und Y915 gebunden wird [52, 55, 57] (Abb. 4). Der OSMR verfu¨gt u¨ber neun Tyrosine im
zytoplasmatischen Teil: Y771, Y778, Y837, Y839, Y861, Y901, Y917, Y944 und Y978. Die Konsensus-
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Bindungsregion fu¨r die Tyrosinphosphatase SHP2 oder fu¨r SOCS3 ist im OSMR nicht vorhanden,
stattdessen rekrutiert der OSMR das Adapterprotein Shc an Tyrosin Y861 [11]. Daru¨ber erfolgt die
Aktivierung der Raf/Ras/MAPK-Kaskade. Außerdem ist auch der OSMR zur Rekrutierung und Ak-
tivierung von STAT1 und STAT3 fa¨hig. Den Tyrosinen 917 und 944 wurde dabei eine Rolle bei der
STAT3 Aktivierung zugewiesen [58]. Interessanterweise sind nur der OSMR und LIFR, nicht jedoch
gp130 zur Aktivierung von STAT5 fa¨hig [58, 59]. Dies deutet darauf hin, dass STAT5 in der Vermitt-
lung OSM-spezifischer Wirkungen eine bedeutende Rolle spielen ko¨nnte. U¨ber welchen Mechanismus
diese STAT5-Aktivierung verla¨uft, ist noch ungekla¨rt und Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
2.8 Der Transkriptionsfaktor STAT5
1994 gelang es Wakao et al. STAT5, damals als ”MGF“ (mammary gland factor) bezeichnet, aus
laktierendem Brustdru¨sengewebe zu isolieren und seine cDNA zu klonieren. Die Gruppe konnte zeigen,
dass dieser Transkriptionsfaktor durch Prolaktin aktiviert wird und daraufhin die Laktation auslo¨st
[60]. Mittlerweile ist bekannt, dass STAT5 nicht nur durch Prolaktin, sondern auch durch zahlreiche
weitere Zytokine, einschließliche GH (growth hormone), EPO (erythropoietin), TPO (thrombopoietin),
GM-CSF (granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor), IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15 und
OSM aktiviert wird und in vielen verschiedenen Geweben auftritt [61, 62]. Man unterscheidet zwei
nahverwandte STAT5-Proteine, STAT5a und STAT5b, die 90% Sequenzgleichheit aufweisen. Die Gene
dieser beiden 94 bzw. 92 kD großen Proteine, die sich hauptsa¨chlich durch 12 Aminosa¨uren am C-
terminalen Ende unterscheiden, liegen in enger Nachbarschaft [63]. Beide STAT5-Proteine haben mit
den weiteren 5 Mitgliedern der STAT-Familie (STAT1, 2, 3, 4 und 6) bestimmte funktionelle Doma¨nen
gemeinsam (Siehe Abb. 5).
Abbildung 5: Struktur der STATs (vera¨ndert aus [61])
Die C-terminale Region der STATs stellt die Transaktivierungsdoma¨ne (TAD) dar. Hier befindet
sich ein konservierter Serinrest, der phosphoryliert werden kann und dadurch die transkriptionelle
Aktivita¨t der STATs reguliert [9, 61]. Die SH2-Doma¨ne (src-homology domain 2 ) spielt eine entschei-
dende Rolle in der Assoziation zwischen STATs und Rezeptor. Unterschiede in der SH2-Doma¨ne der
verschiedenen STATs determinieren die Selektivita¨t, mit der STATs an verschiedene Zytokinrezepto-
ren binden. Benachbart findet sich ein konserviertes Tyrosin. Es wird rasch durch aktivierte JAKs
phosphoryliert und ermo¨glicht damit die Dimerisierung der STATs. Diese basiert auf der Interak-
tion zwischen dem phosphoryliertem Tyrosin des einen mit der SH2-Doma¨ne des anderen STATs.
STAT5a und STAT5b ko¨nnen dabei sowohl Homodimere als auch Heterodimere bilden. Bisher sind
jedoch keine heterodimeren Komplexe mit anderen STAT-Faktoren gefunden worden [61]. Nach Di-
merisierung translozieren die STATs in den Zellkern, binden mit ihrer DNA-Bindungsdoma¨ne an die
Enhancer in den Promotoren ihrer Zielgene und veranlassen so deren Transkription. Neben der Dime-
risierung sind STAT-Proteine auch zur Bildung von Tetrameren fa¨hig. Diese Funktion wird durch die
hochkonservierte N-terminale Oligomerisierungsdoma¨ne vermittelt [9, 61] und ist fu¨r die Aktivierung
bestimmter Promotoren essentiell [64]. Zwischen Oligomerisierungs- und DNA-Bindungs-Doma¨ne fin-
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det sich die Coiled-Coil-Doma¨ne, die eine Reihe von Protein-Protein-Interaktionen ermo¨glicht. Studien
an STAT5-knock-out-Ma¨usen zeigen, dass STAT5 eine Reihe biologischer Funktionen, einschließlich
der Regulation von Zellwachstum und –differenzierung, vermittelt. Tabelle 2 gibt einen U¨berblick.
knock-out-Ma¨use Effekt
STAT5a-/- Beeintra¨chtigte Proliferation des Brustdru¨senepithels wa¨hrend der Schwan-
gerschaft, Ausfall der Laktation [65], Makrophagen zeigen nach Stimulati-
on mit GM-CSF (granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor) einge-
schra¨nkte Proliferation und Genexpression [63]
STAT5b-/- Eingeschra¨nkte GH-(growth-hormone)-Signaltransduktion fu¨hrt zum Verlust
von geschlechtsspezifischer Wachstumsrate und Genexpression in der Leber
[66]
STAT5a und 5b-/- 30% starben innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Geburt, Infertilita¨t,
herabgesetztes Ko¨rperwachstum (GH), Immunsystemdefekte: natu¨rliche Kil-
lerzellen fehlen, reduzierte Proliferation peripherer aktivierter T-Zellen, fetale
Ana¨mie [9, 61]
Tabelle 2: STAT5-knock-out-Ma¨use geben Hinweise auf die Funktion dieses Transkriptionsfaktors
Interessanterweise ist STAT5 in unterschiedlichen Neoplasien, insbesondere Leuka¨mien (CML,
AML) und Lymphomen, konstitutiv aktiv. Außerdem reguliert STAT5 die Transkription diverser Zell-
zyklusproteine (wie Zyklin D1/D2, c-Myc) und hemmt antiapoptotische Signale [61]. Beides spricht
dafu¨r, dass STAT5 entscheidend in Tumorentwicklung und –progression involviert ist.
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2.9 Aufgabenstellung
Da OSM, nicht jedoch IL-6, eine Aktivierung von STAT5 induziert, wird diese wahrscheinlich durch
den spezifischen OSMR vermittelt. Von anderen Zytokin-Rezeptoren ist bekannt, dass die Phosphory-
lierung von STAT5 analog zu STAT1 und STAT3 nach Bindung an bestimmte Rezeptortyrosinmotive
erfolgt. Entsprechende STAT5-rekrutierende Motive existieren beispielsweise im Wachstumshormon-
und im EPO-Rezeptor sowie in der IL-2Rβ-Kette [67, 68, 69]. May et al. konnten in einer vergleichen-
den Studie das STAT5-Bindungsmotiv D(-2/-1)Y ZXZ identifizieren, wobei Z fu¨r eine hydrophobe
-mo¨glichst aliphatische- Aminosa¨ure steht [67]. Tabelle 3 gibt einen U¨berblick u¨ber die STAT5-Akti-
vierung durch unterschiedliche Rezeptortyrosinmotive. Auf der anderen Seite kann die STAT5 Akti-
vierung auch unabha¨ngig von einer Rezeptortyrosinphosphorylierung durch eine direkte Interaktion
zwischen JAKs und STAT5 erfolgen [10]. Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen, die zur STAT5
Aktivierung durch den OSMR fu¨hren, zu untersuchen und gegebenenfalls entsprechende STAT5 re-
krutierende Rezeptortyrosinmotive zu identifizieren.
Rezeptor Tyrosinmotiv STAT5-Aktivierung
Erythropoetin-Rezeptor D T Y L V L D +++
GM-CSF-Rezeptor, β-Kette Q D Y L S L P ++(+)
IL-2-Rezeptor, β-Kette D A Y L S L Q ++(+)
IL-2-Rezeptor, β-Kette D A Y C T F P ++
Prolaktin-Rezeptor L D Y V E I H ++
Prolaktin-Rezeptor K E Y A K V S -
Prolaktin-Rezeptor L D Y L D P A ++(+)
LIF-Rezeptor V I Y I D V Q (+)
gp130 V Q Y S T V V -
STAT5-Bindungsmotiv D(−2/−1)Y Z X Z
Tabelle 3: STAT5-Aktivierung durch verschiedene Rezeptortyrosinmotive (vera¨ndert aus [67])
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden in der Qualita¨t pro analysi eingesetzt.
Enzyme: Sa¨mtliche Enzyme wurden, sofern im Text nicht anders angegeben, von der Firma Boeh-
ringer Mannheim (Mannheim) bezogen.
3.2 Zytokine und ihre Rezeptoren
IL-5 rekombinantes humanes Interleukin-5 (Cell Concepts, Umkirch)
IL-6 rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al. (1991) [70] herge-
stellt und freundlicherweise von A. Ku¨ster und B. Scherag (Institut fu¨r Biochemie, RWTH
Aachen) zur Verfu¨gung gestellt. Die spezifische Aktivita¨t betrug 2x106 BSF2 (B-cell sti-
mulatory factor-2 ) U/mg Protein
sIL-6R lo¨slicher humaner IL-6-Rezeptor wurde wie beschrieben [71] pra¨pariert und von A. Ku¨ster
und W. Frisch (Institut fu¨r Biochemie, RWTH Aachen) freundlicherweise zur Verfu¨gung
gestellt.
LIF rekombinantes humanes LIF (Sigma, Taufkirchen)
OSM rekombinantes humanes OSM (Cell Concepts, Umkirch)
3.3 Antiko¨rper
Die unten dargestellte Liste gibt einen U¨berblick u¨ber die verwendeten Antiko¨rper
Antiko¨rper Herstellerfirma
Anti-p42/44 MAPK phospho
(Thr202/Tyr204)
monoklonales Antiserum gegen die akti-
ve Form der Kinasen Erk1/Erk2, phos-
phoryliert an Threonin 202, Tyrosin 204
Cell Signaling, Frank-
furt
Anti-p42/44 MAPK polyklonales Antiserum gegen die Kina-
sen Erk1/Erk2
Cell Signaling, Frank-
furt
Anti-IL-5Rβ (N-20) polyklonales Antiserum gegen den extra-
zellula¨ren Bereich der gemeinsamen si-
gnaltransduzierenden Rezeptorunterein-
heit von IL-3/IL-5/GM-CSF
Santa Cruz, USA
Anti-IL-5Rβ (S-16) monoklonaler Antiko¨rper gegen den ex-
trazellula¨ren Bereich der gemeinsamen
signaltransduzierenden Rezeptorunter-
einheit von IL-3/IL-5/GM-CSF
Santa Cruz, USA
Anti-IL-5Rα (16-4) monoklonaler Antiko¨rper gegen den ex-
trazellula¨ren Bereich der α-Kette des
humanen IL-5-Rezeptors
freundlicherweise zur
Verfu¨gung gestellt von
Jan Tavernier, Gent,
Belgien
Anti-JAK2 (C-20) polyklonales Antiserum gegen JAK2 Santa Cruz, USA
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Anti-Phospho-STAT3 (Y705) polyklonales Antiserum gegen die tyro-
sinphosphorylierte Form des Transkrip-
tionsfaktors STAT3
Cell Signaling, Frank-
furt
Anti-Phospho-STAT5 (Y694) monoklonales Antiserum gegen die tyro-
sinphosphorylierte Form des Transkrip-
tionsfaktors STAT5
Cell Signaling, Frank-
furt
Anti-STAT5b (G-2) polyklonales Antiserum gegen STAT5b Santa Cruz, USA
Anti-Phosphotyrosin (PY99) monoklonaler Antiko¨rper gegen Phos-
photyrosin
Santa Cruz, USA
Ziege-anti-Kaninchen Ig polyklonales Antiserum gegen den
konstanten Bereich des Kaninchen
Immunglobulins; Peroxidase (HRP)-
konjugiert
DAKO, Hamburg
Ziege-anti-Maus Ig polyklonales Antiserum gegen den
konstanten Bereich des Maus-
Immunglobulins; HRP-konjugiert
DAKO, Hamburg
Kaninchen-anti-Ziege Ig polyklonales Antiserum gegen den
konstanten Bereich des Ziegen-
Immunglobulins; HRP-konjugiert
DAKO, Hamburg
PE-Ziege-anti-Maus IgG-Fab polyklonales Antiserum gegen Maus
IgG, R- Phycoerythrin- konjugiert
Dianova, Hamburg
PE-Ziege-anti-Ratte IgG-Fab Polyklonales Antiserum gegen Ratte
IgG; Fab-Fragmente, R-Phycoerythrin-
konjugiert
Dianova, Hamburg
3.4 Plasmide
Plasmid Hergestellt/zur
Verfu¨gung gestellt
von
pCAGGS eukaryontischer Expressionsvektor Pharmacia, Freiburg
pCAGGS Neo eukaryontischer Expressionsvektor Pharmacia, Freiburg
pSVL eukaryontischer Expressionsvektor Pharmacia, Freiburg
pECE eukaryontischer Expressionsvektor Pharmacia, Freiburg
pGL3 eukaryontischer Expressionsvektor Promega, Mannheim
pCH eukaryontischer Expressionsvektor, der das
LacZ-Gen entha¨lt
Pharmacia, Freiburg
pSVL-IL-5Rα/
gp130
(αgp130)
pSVL, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rα/gp130-Rezeptor inseriert wurde; der
extrazellula¨re Bereich des IL-5Rα ist mit der
Transmembran- und intrazellula¨ren Region
des gp130 fusioniert
I. Behrmann, Institut
fu¨r Biochemie, RWTH
Aachen
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pSVL-IL-5Rα/
gp130Y5F
(αgp130Y5F)
pSVL, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rα/gp130-Rezeptor inseriert wurde, in
dem die fu¨nf signaltransduzierenden, intrazel-
lula¨ren Tyrosine durch Phenylalanin ersetzt
sind; der extrazellula¨re Bereich des IL-5Rα
ist mit der Transmembran- und intrazellula¨ren
Region des gp130 fusioniert
I. Behrmann, Institut
fu¨r Biochemie, RWTH
Aachen
pSVL-IL-5Rβ/
gp130
(βgp130)
pSVL, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rβ/gp130-Rezeptor inseriert wurde; der
extrazellula¨re Bereich des IL-5Rβ ist mit der
Transmembran- und intrazellula¨ren Region
des gp130 fusioniert
I. Behrmann, Institut
fu¨r Biochemie, RWTH
Aachen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR
(βOSMR)
pSVL, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rα/OSMR-Rezeptor inseriert wurde; der
extrazellula¨re Bereich des IL-5Rα ist mit der
Transmembran- und intrazellula¨ren Region
des OSMR fusioniert
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR-Stop1
(Ost1)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes Kon-
strukt, dessen C-terminal vom Leucin L952 ge-
legene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR-Stop2
(Ost2)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes Kon-
strukt, dessen C-terminal vom Serin S923 ge-
legene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR-Stop3
(Ost3)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes Kon-
strukt, dessen C-terminal vom Serin S914 ge-
legene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR-Stop3a
(Ost3a)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes Kon-
strukt, dessen C-terminal vom Serin S866 ge-
legene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR-Stop3amut
(Ost3amut)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes Kon-
strukt, dessen C-terminal vom Serin S866 gele-
gene Aminosa¨uren deletiert sind und bei dem
Tyrosin Y861 durch Phenylalanin ersetzt wur-
de
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
OSMR-Stop4
(Ost4)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes Kon-
strukt, dessen C-terminal vom N836 gelegene
Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pSVL-IL-5Rβ/
O∆cyt
(O∆cyt)
auf pSVL-IL-5Rβ/OSMR beruhendes beru-
hendes Konstrukt, dessen C-terminal vom
Q764 gelegene Aminosa¨uren deletiert sind. Da-
mit fehlt diesem Konstrukt der zytoplasma-
tische Bereich bis auf drei zytoplasmatische
Aminosa¨uren
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rα/
gp130
(αgp130)
pCAGGS, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rα/gp130-Rezeptor inseriert wurde; der
extrazellula¨re Bereich des IL-5Rα ist mit der
Transmembran- und intrazellula¨ren Region
des gp130 fusioniert
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
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pCAGGS-IL-5Rα/
gp130Y5F
(αgp130Y5F)
pCAGGS, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rα/gp130-Rezeptor inseriert wurde, in
dem die fu¨nf signaltransduzierenden, intrazel-
lula¨ren Tyrosine durch Phenylalanine ersetzt
sind.
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
gp130
(βgp130)
pSVL, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rβ/gp130-Rezeptor inseriert wurde; der
extrazellula¨re Bereich des IL-5Rβ ist mit der
Transmembran- und intrazellula¨ren Region
des gp130 fusioniert
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR
(βOSMR)
pCAGGS, in den die cDNA fu¨r einen chima¨ren
IL-5Rβ/OSMR-Rezeptor inseriert wurde; der
extrazellula¨re Bereich des IL-5Rβ ist mit der
Transmembran- und intrazellula¨ren Region
des OSMR fusioniert
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR-Stop1
(Ost1)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom Leucin
L952 gelegene Aminosa¨uren deletiert sind.
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR-Stop2
(Ost2)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom Serin S923
gelegene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR-Stop3
(Ost3)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom Serin S914
gelegene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR-Stop3a
(Ost3a)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom Serin S866
gelegene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR-Stop3amut
(Ost3amut)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom Serin S866
gelegene Aminosa¨uren deletiert sind und bei
dem Tyrosin Y861 durch Phenylalanin ersetzt
wurde
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR-Stop4
(Ost4)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom N836
gelegene Aminosa¨uren deletiert sind
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-IL-5Rβ/
OSMR ∆cyt
(O∆cyt)
auf pCAGGS-IL-5Rβ/OSMR beruhendes
Konstrukt, dessen C-terminal vom Q764
gelegene Aminosa¨uren deletiert sind. Damit
fehlt diesem Konstrukt der zytoplasmati-
sche Bereich bis auf drei zytoplasmatische
Aminosa¨uren
S. Radtke, Institut fu¨r
Biochemie, RWTH Aa-
chen
pCAGGS-Neo-STAT1-
HA
pCAGGS Neo, in den die cDNA fu¨r STAT1
mit einem N-terminalen Ha¨maglutinin-Peptid-
Anhang (HA-tag) inseriert wurde
T. Hirano, Department
of Molecular Oncology,
Osaka University, Osa-
ka, Japan
pCAGGS-Neo-
STAT1F-HA
pCAGGS Neo, in den die cDNA fu¨r STAT1F
mit einem N-terminalen Ha¨maglutinin-Peptid-
Anhang (HA-tag) inseriert wurde. Durch den
Ersatz des Tyrosins durch Phenylalanin wirkt
STAT1F dominant negativ
T. Hirano, Department
of Molecular Oncology,
Osaka University, Osa-
ka, Japan
20
3 Material und Methoden
pCAGGS-Neo-
STAT3α-HA
pCAGGS Neo, in den die cDNA fu¨r STAT3
mit einem N-terminalen Ha¨maglutinin-Peptid-
Anhang (HA-tag) inseriert wurde
T. Hirano, Department
of Molecular Oncology,
Osaka University, Osa-
ka, Japan
pCAGGS-Neo-
STAT3F-HA
pCAGGS Neo, in den die cDNA fu¨r STAT3F
mit einem N-terminalen Ha¨maglutinin-Peptid-
Anhang (HA-tag) inseriert wurde. Durch den
Ersatz des Tyrosins 705 durch Phenylalanin
wirkt STAT3F dominant negativ
T. Hirano, Department
of Molecular Oncology,
Osaka University, Osa-
ka, Japan
pECE-STAT5a pECE, in den die cDNA fu¨r den Transkripti-
onsfaktor STAT5a inseriert wurde
C. Gerhartz, Institut
fu¨r Biochemie, RWTH
Aachen
pECE-STAT5b pECE, in den die cDNA fu¨r den Transkripti-
onsfaktor STAT5b inseriert wurde
C. Gerhartz, Institut
fu¨r Biochemie, RWTH
Aachen
pCH-110
(β-Galaktosidase)
pCH, in den die cDNA fu¨r β-Galaktosidase in-
seriert wurde
pGL3-Basic-luc
(α-Casein-Promotor)
pGL3, in den 6-fach die cDNA fu¨r das STAT-
Bindungsmotiv des α-Casein-Promotors inse-
riert wurde
P. May, Institut fu¨r Bio-
chemie, RWTH Aachen
3.4.1 Kinase-Inhibitoren
Die Kinase-Inhibitoren AG490 und PP1 wurden von der Firma CALBIOCHEM, EMD Biosciences
(San Diego, USA) bezogen.
3.5 Eukaryontische Zellen und deren Kultivierung
3.5.1 Permanente Zelllinien
A375 adha¨rent wachsende humane Melanomzelllinie (ATCC; CRL-1619); Kultivie-
rung in RPMI-Medium mit 5% FKS
COS-7 adha¨rent wachsende Affennierenzelllinie; Kultivierung in DMEM-Medium mit
10% FKS, Penicillin/Streptomycin
HepG2 adha¨rent wachsende humane Hepatomzelllinie (ATCC; HB-8085); Kultivie-
rung in DMEM/F12-Medium mit 10% FKS und Penicillin/Streptomycin
MCF7 adha¨rent wachsende humane Brustkarzinomzelllinie (ATCC; HTB-22); Kulti-
vierung in DMEM-Medium, erga¨nzt mit 10% FKS
2C4 adha¨rent wachsende humane Fibrosarkomzelllinie, abstammend von HPRT
negativen HT 1080 Zellen; entha¨lt das CD2-Oberfla¨chenantigen unter der
Kontrolle des durch Interferon induzierbaren 9-27-Promotors; Neomycinresis-
tenz; Kultivierung in DMEM-Medium mit 10% FKS (Freundlicherweise zur
Verfu¨gung gestellt von Ian M. Kerr, Cancer Research UK, London Research
Institute, UK)
U4C von 2C4-Zellen abstammende humane Fibrosarkomzelllinie, der JAK1 fehlt
(weder mRNA noch Protein nachweisbar) (Freundlicherweise zur Verfu¨gung
gestellt von Ian M. Kerr, Cancer Research UK, London Research Institute,
UK)
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γ2A von 2C4-Zellen abstammende humane Fibrosarkomzelllinie, der JAK2 fehlt
(weder mRNA noch Protein nachweisbar) (Freundlicherweise zur Verfu¨gung
gestellt von Ian M. Kerr, Cancer Research UK, London Research Institute,
UK)
γ2A + JAK2 von γ2A-Zellen abstammende humane Fibrosarkomzelllinie, die durch stabi-
le Transfektion wieder eine funktionelle JAK2 entha¨lt (Freundlicherweise zur
Verfu¨gung gestellt von Ian M. Kerr, Cancer Research UK, London Research
Institute, UK)
γ2a + JAK2KE von γ2A-Zellen abstammende humane Fibrosarkomzelllinie, die durch stabi-
le Transfektion die Mutante JAK2KE entha¨lt. JAK2KE unterscheidet sich
von der Wildtypkinase JAK2 durch einen Aminosa¨ureaustausch von Lysin
(K) gegen Glutaminsa¨ure (E). Damit fehlt dieser Kinase der ATP-Akzeptor,
wodurch ihre Kinaseaktivita¨t verloren geht (Freundlicherweise zur Verfu¨gung
gestellt von Ian M. Kerr, Cancer Research UK, London Research Institute,
UK)
2fTGH adha¨rent wachsende humane Fibrosarkomzelllinie, abstammend von HPRT
negativen HT 1080 Zellen; entha¨lt das bakterielle gpt Gen unter der Konrolle
des durch Interferon induzierbaren 6-16-Promotors, Hygromycinresistenz; Kul-
tivierung in DMEM-Medium mit 10% FKS (Freundlicherweise zur Verfu¨gung
gestellt von Ian M. Kerr, Cancer Research UK, London Research Institute,
UK)
U4A von 2fTGH-Zellen abstammende humane Fibrosarkomzelllinie, der ein funk-
tionelles JAK1-Protein fehlt (Ein verku¨rztes, mit JAK1-Antiko¨rpern kreuz-
reagierendes Protein kann oft im Westernblot nachgewiesen werden, wird aber
nach Stimulation durch die bisher getesteten Liganden nicht tyrosinphospho-
ryliert) (Freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt von Ian M. Kerr, Cancer
Research UK, London Research Institute, UK)
U1A von 2fTGH-Zellen abstammende humane Fibrosarkomzelllinie, der die Janus-
kinase Tyk2 fehlt (Freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt von Ian M. Kerr,
Cancer Research UK, London Research Institute, UK)
3.5.2 Na¨hrmedien und Lo¨sungen fu¨r die Zellkultur
DMEM Flu¨ssigmedium Gibco (Eggenstein)
DMEM/F12 Flu¨ssigmedium Gibco (Eggenstein)
RPMI 1640 Flu¨ssigmedium Gibco (Eggenstein)
FKS (mykoplasmenfreies fo¨tales Ka¨lberserum) (Cytogen)
Penicillin/Streptomycin (Cytogen)
Trypsin/EDTA-Lo¨sung (Trypsin 0,05%, EDTA 0,02%) (Cytogen)
Die Zellen wurden in den angegebenen Medien mit Zusa¨tzen kultiviert. Penicillin wurde in einer
Konzentration von 60 mg/l, Streptomycin von 100 mg/l zugesetzt. Die Kultivierung der Zellen erfolg-
te bei 37oC in wassergesa¨ttigter Luft mit 5% CO2. Zur Weiterkultivierung wurden konfluente Zellen
nach zweimaligem Abspu¨len des Mediums mit PBS durch Behandlung mit Trypsin/EDTA-Lo¨sung bei
37oC von der Platte gelo¨st. A375- ,COS-7-, 2C4, U4C, γ2A-, 2fTGH-, U4A und U1A-Zellen wurden
in einer 1:2 bis 1:12-Verdu¨nnung in frischem Medium aufgenommen. Die Vereinzelung von HepG2-
und MCF-7-Zellen erfolgte mit Hilfe einer Kanu¨le. Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in
Medium mit 10% DMSO aufgenommen, in Kryoro¨hrchen aliquotiert und fu¨r 24 h bei –80◦C gelagert,
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bevor sie zur la¨ngeren Aufbewahrung in flu¨ssigen Stickstoff u¨berfu¨hrt wurden.
PBS: 200 mM NaCl
2,5 mM KCl
8 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
3.6 Prokaryontische Zellen und deren Kultivierung
Zur Klonierung wurden Bakterien des Stammes E. coli JM83 eingesetzt. Rekombinante Bakterien
wurden in LB-Flu¨ssigmedium oder auf LB-Na¨hrboden mit Ampicillin-Zusatz (100µg/ml) kultiviert.
Stammkulturen wurden zur Aufbewahrung mit 15% Glycerin versetzt und bei −80◦C gelagert.
LB-Flu¨ssigmedium: 10 g/l Bactotrypton (Fluka, Sigma Aldrich Taufkirchen)
5 g/l Hefeextrakt (Fluka, Sigma Aldrich Taufkirchen)
5 g/l NaCl
3.7 Pra¨paration und Analyse von Plasmid-DNA
3.7.1 Pra¨paration von Plasmid-DNA im großen Maßstab
Zur Isolierung gro¨ßerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurden die Zellen einer 500 ml U¨bernacht-
kultur mit Hilfe von Maxi-Plasmidpra¨parationskits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufge-
arbeitet. Die isolierte DNA wurde in sterilem Wasser resuspendiert. Zur Bestimmung der Quantita¨t
und Qualita¨t der Plasmid-DNA wurde im Anschluss an die Pra¨paration eine photometrische Messung
(siehe 3.7.2) durchgefu¨hrt.
3.7.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsa¨uren
Die Konzentrationsabscha¨tzung von DNA erfolgte photometrisch mit Hilfe eines UV-Spektrometers
(Pharmacia, Freiburg). Zur Messung wurde die DNA-Lo¨sung 1:400 verdu¨nnt und die Extinktion bei
260 nm und 280 nm in einer 1 ml Quarzku¨vette gemessen. Einer Extinktion E 260= 1 entspricht eine
Konzentration von 50 µl doppelstra¨ngiger DNA pro ml. Der Reinheitsgrad wurde u¨ber den Quotienten
OD 260: OD 280 bestimmt, der zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte.
3.8 Expression von Proteinen in eukaryontischen Zellen
3.8.1 Transiente Transfektion von COS-7-Zellen
COS-7-Zellen wurden mit Hilfe der DEAE-Dextran-Methode transfiziert. Die Transfektion von Zellen
mit dieser Methode beruht darauf, dass das positiv geladene DEAE-Dextran mit dem negativ gela-
denen Phosphatru¨ckgrat der DNA interagiert. Die DNA-DEAE-Dextran-Komplexe werden von der
Zelloberfla¨che absorbiert und endozytiert. Bei 85%iger Konfluenz wurden die Zellen dazu in einer 75
mm2 Flasche mit einem Gemisch aus 7,5 ml DMEM-Medium ohne FKS, 15-30 µg Plasmid-DNA, 6 µl
Chloroquine (100 mM) und 60 µl DEAE-Dextran (50 mg/ml) 90 min unter Luftabschluss inkubiert.
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Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fu¨r 2 min in PBS/10% DMSO inkubiert. Die
Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und u¨ber Nacht in Medium kultiviert.
3.8.2 Transiente Transfektion von HepG2-Zellen oder MCF7-Zellen
HepG2- oder MCF7-Zellen wurden transient mit Hilfe der Kalziumphosphat-Pra¨zipitation transfiziert.
Kalziumphosphat-DNA-Komplexe adherieren an die Zellmembran und werden endozytiert. 1h vor der
Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in DMEM-Medium mit 10% FKS
inkubiert. 10-20 µg DNA wurden in 62 µl 2 M CaCl2 aufgenommen, mit 0,5 ml 2x HBS (pH 7,05)
versetzt und mit 10 ml DMEM-Medium mit 10% FKS gut vermischt. Die Mischung wurde auf zwei
ca. 50% konfluente 6 cm-Kulturschalen verteilt und die Zellen wurden u¨ber Nacht inkubiert. Am
darauf folgenden Tag wurde das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen zweimal gewaschen und in
DMEM/F12-Medium fu¨r HepG2- bzw. in DMEM-Medium fu¨r MCF-7-Zellen inkubiert.
2x HBS (pH 7,05): 10 g/l Hepes
0,74 g/l KCl
0,25 g/l Na2HPO4 x 2 H2O
2 g/l Glukose
3.9 Auftrennung und Nachweis von Proteinen
3.9.1 Herstellung von Zelllysaten
Die kultivierten Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS mit jeweils frisch zugegebenem Vanadat ge-
waschen. Anschließend wurde je 20-500 µl Triton- bzw. Brij-Lysispuffer mit Protease-Inhibitoren auf
die Zellkulturschale gegeben und die Zellen mit einem Gummischaber von der Platte gelo¨st. Die Zell-
suspension wurde in ein Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt und 30 Minuten auf Eis stehen gelassen. Danach
erfolgte eine 10minu¨tige Zentrifugation der Zellsuspension bei 14.000 rpm. Der U¨berstand wurde ab-
genommen und entweder direkt analysiert oder zur Zwischenlagerung bei −20◦C eingefroren.
Triton-Lysispuffer: 20 mM Tris/HCl pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 % Triton-X-100
10 mM NaF
Brij-Lysispuffer: 20 mM Tris/HCl pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 % Brij 97 (Polyoxyethylen-10-Oleylether)
10 mM NaF
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Protease-Inhibitoren 1 mM Na3VO4
1 µM PMSF
5 µg/ml Aprotinin
2 µg/ml Leupeptin
3.9.2 Immunpra¨zipitation
Zur Immunpra¨zipitation wurden die Zellen in Brij-Lysispuffer lysiert und die Lysate mit 1 µg der gegen
die entsprechenden Proteine gerichteten Antiko¨rper versetzt. Diese Ansa¨tze wurden u¨ber Nacht bei
4oC auf dem Rotationsschu¨ttler inkubiert. Am na¨chsten Morgen wurden jedem Ansatz 4 mg ProteinA-
Sepharose (Pharmacia, Freiburg), die zuvor eine Stunde in Lysispuffer gequollen war, zugesetzt. Nach
weiterer einstu¨ndiger Inkubation auf dem Rotationsschu¨ttler wurden die an ProteinA-Sepharose ge-
bundenen Protein-Antiko¨rper-Komplexe durch 30 Sekunden Zentrifugation bei 14.000 rpm sedimen-
tiert. Zur Verringerung der unspezifischen Bindungen wurde die Sepharose zweimal mit je 1 ml Wasch-
puffer mit Protease-Inhibitoren gewaschen und anschließend in 20 µl 2x La¨mmli-Probenpuffer aufge-
nommen. Eine Ablo¨sung der gebundenen Proteine erfolgte durch fu¨nfminu¨tiges Erhitzen auf 95oC.
Brij-Waschpuffer: 20 mM Tris/HCl pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,1 % Brij 97 (Polyoxyethylen-10-Oleylether)
Protease-Inhibitoren: siehe oben
2x La¨mmli-Puffer: 20 % Glyzerin
10 % β-Mercaptoethanol
4 % SDS
125 mM Tris HCL pH 6,8
0,01 % Bromphenolblau
3.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur elekrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde
die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese angewendet. Diese erfolgte in einer vertikalen BioMetra-
Kammer mit SDS-Laufpuffer, bei 30 mA und Raumtemperatur. Das in den Lo¨sungen fu¨r die Gele
enthaltene, negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich entlang der Aminosa¨urekette
der Proteine an und bildet einen SDS-Proteinkomplex, in dem die Eigenladung des Proteins im Ver-
gleich zur negativen Gesamtladung vernachla¨ssigbar ist. Zur Denaturierung der Proteine werden Disul-
fidbru¨cken durch das reduzierende β-Mercaptoethanol gespalten. Je nach Gro¨ße der zu analysierenden
Proteine wurden 7,5%ige, 10%ige oder 12,5%ige Trenngele mit 3%igen Sammelgelen verwendet. Als
Gro¨ßenstandard wurde der Rainbow-Marker (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) ver-
wendet.
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Acrylamidlo¨sung 22,2 % Acrylamid
0,6 % Bisacrylamid
4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
0,4 % SDS
4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCl pH 6,8
0,4 % SDS
10x Elektrophoresepuffer: 0,25 M Tris-Base
1,92 M Glycin
1 % SDS
3.9.4 Westernblot und Immundetektion
Die mittels SDS-Polyacrylamid-(PA-)Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der
Semi-Dry-Methode auf eine Polyvinylidendifluorid-(PVDF-)Membran (Gelman Sciences, Roßdorf)
u¨bertragen. Dazu wurden die PVDF-Membran und insgesamt 15 3MM Whatman-Papiere (What-
man International, Maidstone England) auf die Gro¨ße des SDS-PA-Geles zugeschnitten. Die PVDF-
Membran wurde kurz mit Methanol bewa¨ssert und anschließend 15 Minuten in Anodenpuffer II a¨qui-
libriert. Dann wurde der Blot wie folgt aufgebaut:
1 Graphitplatte, bildet Anode
2 6 Whatman-Papiere getra¨nkt in Anoden-Puffer I
3 3 Whatman-Papiere getra¨nkt in Anoden-Puffer II
4 PVDF-Membran a¨qilibriert in Anoden-Puffer II
5 Polyacrylamidgel
6 6 Whatman-Papiere getra¨nkt in Kathoden-Puffer
7 Graphitplatte, bildet Kathode
Der Blot wurde daraufhin fu¨r 90 Minuten einer Stromsta¨rke von 0,8mA/cm2 unterworfen.
Anodenpuffer I: 0,3 M Tris/HCl, pH 10,4
20 % Methanol
Anodenpuffer II: 0,025 M Tris/HCl, pH 10,4
20 % Methanol
Kathodenpuffer: 0,04 M δ-Aminocapronsa¨ure
0,025 M Tris-Base, pH 9,4
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Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurden die Bindungsstellen, an die
Antiko¨rper unspezifisch binden ko¨nnten, durch zehnminu¨tiges Waschen mit 10%iger Rinderserum-
Albumin-(BSA-)Lo¨sung (Serva, Heidelberg) in TBS-N-Lo¨sung abgesa¨ttigt. Danach wurde die Mem-
bran kurz mit TBS-N gespu¨lt und mit der jeweiligen Antiko¨rperlo¨sung (1 µg/ml) inkubiert. Anschlie-
ßend wurde erneut mit TBS-N gewaschen und die Membran 30 Minuten mit der entsprechenden Lo¨sung
eines HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpers inkubiert. Der Nachweis des gebundenen Zweitantiko¨rpers
und damit der Proteine erfolgte mit Hilfe des ECL(=enhanced chemiluminescence)-Detektionssystems
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Die Antiko¨rper konnten durch eine 30minu¨tige
Inkubation der PVDF-Membran bei 70oC in Stripping-Puffer wieder von der Membran gelo¨st werden
(”Stripping“), um eine erneute Detektion zu ermo¨glichen.
TBS-N: 20 mM Tris/HCl, pH 7,6
140 mM NaCl
0,1 % Nonidet-P40
Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris, pH 6,7
2 % SDS
70 µl β-Mercaptoethanol
3.9.5 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford
Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Lo¨sung erfolgte photometrisch mit Hilfe des Kits
Protein Assay der Firma Biorad (Mu¨nchen) entsprechend der Methode nach Bradford et al. (1976).
Dazu wurden 2 µl der Probe mit einer 1:4-Verdu¨nnung der Biorad Gebrauchslo¨sung vermischt und
die Absorption bei 595 nm gemessen. Anhand dieses Wertes kann die Proteinkonzentration berechnet
werden.
3.9.6 Durchflusszytometrie
Transient transfizierte COS-7-Zellen wurden zur U¨berpru¨fung der Oberfla¨chenexpression der Rezep-
torkonstrukte durchflusszytometrisch analysiert. Dazu wurden die Zellen 1-2 Tage nach Transfektion
zweimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von PBS/EDTA von den Platten abgelo¨st. Die Zellen
wurden 5 Minuten bei 1200 rpm abzentrifugiert und einmal mit kaltem FACS-Puffer gewaschen. Das
Vorhandensein von Rezeptoren an der Zelloberfla¨che wurde durch Inkubation mit einem spezifischen
ersten Antiko¨per gegen den extrazellula¨ren Bereich der IL-5Rα- bzw. β-Kette und nachfolgender In-
kubation mit einem R-Phycoerythrin-(PE-) konjugierten Zweitantiko¨rper, der den ersten Antiko¨rper
erkennt, nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen zuna¨chst 30 Minuten bei 4oC in 100 µl PBS/Azid mit
1 µg des ersten Antiko¨rpers inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 4 ml FACS-Puffer gewaschen.
Anschließend erfolgte eine zwanzigminu¨tige Inkubation mit 100 µl einer 1:100 Verdu¨nnung des entspre-
chenden PE-konjugiertem Zweitantiko¨rpers (PE-konjugiertes Ziege-anti-Maus IgG F(ab’) 2 Fragment)
bei 4oC im Dunkeln. Die Zellen wurden erneut mit FACS-Puffer gewaschen, in 400 µl FACS-Puffer
resuspendiert und mit Hilfe eines eines FACScalibur (Becton Dickinson) mit einem 488 nm Argonlaser
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analysiert.
PBS/Azid: 5 % FKS
0,1 % NaN3
in PBS
3.10 Untersuchung der biologischen Aktivita¨t der chima¨ren Rezeptormutanten
3.10.1 Bestimmung der Transkriptionsinduktion mit Hilfe eines Reportergenassays
Fu¨r Reportergenassays werden Plasmide eingesetzt, in denen der Promotorbereich eines bestimm-
ten Gens vor ein Reportergen gesetzt wurde, z.B. vor das Gen fu¨r das Enzym Luciferase, wel-
ches sich in Zelllysaten leicht nachweisen la¨sst. Zellen, die mit einem solchen Reportergenkonstrukt
transfiziert sind, exprimieren in Abha¨ngigkeit des Promotors nach Zytokinstimulation das Repor-
tergen. Die Menge des exprimierten Reportergenkonstrukts wird nach Lyse der Zellen quantifi-
ziert. Als interne Kontrolle wird neben dem Promotor-Konstrukt ein weiteres Reportergen transfi-
ziert, welches unabha¨ngig vom Stimulus exprimiert wird, z.B. ein β-Galaktosidasekonstrukt. Die β-
Galaktosidaseaktivita¨t kann ebenfalls leicht gemessen werden. Alle erhaltenen Luciferasewerte ko¨nnen
nun gegen die β-Galaktosidasewerte abgeglichen werden und sind somit untereinander vergleichbar.
3.10.1.1 α-Casein-Promotor-Reportergenkonstrukt Zu Bestimmung der STAT5-Aktivita¨t wurde
das von P. May ( [72]) hergestellte Reporgergenkonstrukt verwendet. Das Konstrukt besteht aus dem
”CASEIN“ -Oligonukleotid, das fu¨r die Bindungsstelle des STAT5 kodiert, dem Thymidinkinasepro-
motor (tk) des Herpes-simplex-Virus und dem Luciferasegen (Abb. 6).
Abbildung 6: Schematische Darstellung des α-Casein-Promotor-Reportergenkonstruktes (vera¨ndert
aus [72])
Oligonukleotid: CASEIN, kodiert fu¨r drei hintereinander geschaltete STAT-Bindungsstellen des
α-Casein-Promotors:
5-´CTAGTTTAAATTCTAAGAATTCTCGTTTAAATTCT
AAGAAGAATTCTCGTTTAAATTCTAAGAATTCTCG-3´
3.10.1.2 Transfektion und Stimulation der Zellen Die Zellen wurden mit der Kalziumphosphatme-
thode (siehe 3.8.2) folgendermaßen transfiziert:
Je
• 2 µg IL-5Rα/IL-5Rβ-Rezeptorchima¨re im pCAGGS-Vektor
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• 6 µg α-Casein-Promotorkonstrukt
• 2 µg β-Gal-Reporterplasmid
Am na¨chsten Tag erfolgte die Stimulation im Medium mit IL-5 (20 ng/ml) fu¨r 24 Stunden bei 37◦C.
3.10.1.3 Lyse der Zellen Die Zelllyse und Chemilumineszenz-Analyse erfolgte mit Hilfe des
Luciferase-Assay-Systems der Firma Promega (Madison, USA): Nach Stimulation wurden die Zel-
len zweimal mit kaltem PBS gewaschen und in 300 µl Reporter-Lysispuffer (1:5 Verdu¨nnung des 5x
Reporterlysispuffers in Wasser) von den Platten geschabt. Die Lysate wurden fu¨r eine halbe Stunde
auf Eis inkubiert, kurz gevortext und bei 4◦C fu¨r 4 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Das Lysat
wurde in ein neues Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt.
3.10.1.4 Luciferase-Assay Der Luciferase-Assay beruht auf der enzymatischen Spaltung des
Luciferase-Substrats durch das Enzym Luciferase. Im Verlauf der Reaktion wird Licht freigesetzt,
welches im Luminometer quantifiziert werden kann und unter den gegebenen Reaktionsbedingungen
proportional zur vorhandenen Luciferasekonzentration ist. Diese dient letztendlich als Maß fu¨r die
induzierte Promotoraktiva¨t.
10 µl der Lysate wurden in je eine Vertiefung einer 96 Well-Luminometer-Platte u¨berfu¨hrt und kurz
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 50 µl Luciferasesubstrat wurde die Luminiszenz am
Luminometer u¨ber einen Zeitraum von 10 Sekunden gemessen.
3.10.1.5 β-Galaktosidase-Assay Auch der β-Galaktosidase-Assay beruht auf einer enzymatischen
Reaktion:
Die Menge an entstandenem ONP ist durch die Absorption bei 420 nm im Photometer be-
stimmbar und unter den gegebenen Bedingungen proportional zur eingesetzten Enzymmenge von
β-Galaktosidase. Dieser Wert stellt somit ein Maß fu¨r die Transfektionseffizenz dar.
β-Gal Mix 40 mM NaH2PO4
1 mM KCl
1 mM MgCl2
60 mM Na2HPO4
930 µl β-Mercaptoethanol/500ml
ONPG 1 mg/ml 1M Na2CO3 pH 8,0
Je 100 µl der Lysate wurden in einem Eppendorfgefa¨ß vorgelegt und mit 500 µl β-Gal-Mix gemischt.
Diese Mischung wurde auf 37◦C aufgewa¨rmt, pro Ansatz 100 µl 37◦C-warmes ONPG zugegeben und
bei 37◦C inkubiert, bis eine leichte Gelbfa¨rbung zu erkennen war. Die Reaktion wurde mit Na2CO3
gestoppt und im Photometer die Absorption bei 420 nm gemessen.
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3.10.1.6 Bestimmung der Promotor-Induktion Der gemessene Luciferasewert jeder Probe wurde
gegen die jeweils gemessene β-Galaktosidase-Aktivita¨t normalisiert. Nun wurde jeweils der nach Sti-
mulation erhalteneWert von dem analogen unstimulierten Ansatz dividiert. Aus mindestens drei un-
abha¨ngigen Messungen wurde schließlich die relative Induktion des Reportergens bestimmt.
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4.1 Die Aktivierung von STAT5 durch den OSMR
4.1.1 Die Aktivierung von STAT5 ist spezifisch fu¨r OSM
Die redundanten Eigenschaften der IL-6-Typ-Zytokine lassen sich durch die gemeinsame Rezeptor-
untereinheit gp130 erkla¨ren. Als Ursache fu¨r spezifische Effekte einzelner Zytokine kommen somit
entweder die unterschiedliche Expression der weiteren Rezeptoren in verschiedenen Geweben oder Un-
terschiede in der intrazellula¨ren Signalweitergabe in Frage. In fru¨heren Studien konnte gezeigt werden,
dass die Signaltransduktion der IL-6-Typ-Zytokine tatsa¨chlich voneinander abweicht. So unterscheidet
sich die Signaltransduktion des endogenen LIF- und OSM-Rezeptors von der des IL-6-Rezeptors durch
die starke Aktivierung von STAT5 in hepatischen Zellen [58]. Um auszuschließen, dass die STAT5-Ak-
tivierung durch OSM auf hepatische Zellen beschra¨nkt ist, wurden neben Leberkrebs- (HepG2) auch
humane Brustkarzinom- (MCF7), Melanom- (A375) und Fibrosarkomzellen (2C4) mit OSM stimuliert
und die Phosphorylierung von STAT5 im Westernblot untersucht. In allen vier Zelllinien zeigte sich
eine deutliche Phosphorylierung von STAT5 nach 15-minu¨tiger OSM-Stimulation (Abbildung 7).
Abbildung 7: STAT5-Aktivierung in A375-, HepG2-, MCF7- und 2C4-Zellen: A375-, HepG2-, MCF7-
und 2C4-Zellen wurden je 15 Minuten mit OSM (20 ng/ml) stimuliert und danach lysiert. Aliquots der Lysate wurden
in einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
”
geblottet“.
Die Membranen wurden zuerst mit Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rpern gefa¨rbt, dann
”
gestrippt“ und zum
Nachweis der gleichma¨ßigen Beladung mit STAT5-spezifischen Antiko¨rpern detektiert. Bei der Doppelbande, die
in OSM-stimulierten 2C4-Zellen nach Detektion mit dem Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rper (α-PY-STAT5)
auftritt, handelt es sich mo¨glicherweise um die beiden Isoformen des STAT5: STAT5a und STAT5b. Diese werden
beide vom Phospho-STAT5-spezifischen-Antiko¨rper (α-PY-STAT5) erkannt. Dagegen ist der zur Beladungskontrolle
eingesetzte STAT5-spezifische Antiko¨rper nur gegen STAT5b gerichtet, weshalb hier jeweils nur eine Bande zu
erkennen ist.
Weiterhin zeigte ein Vergleich von OSM mit IL-6 und LIF in HepG2- und MCF7-Zellen, dass
nur OSM eine nachweisbare Aktivierung von STAT5 bewirkt (Abb. 8). Dies besta¨tigt das Ergebnis
von Wang et al., die in verschiedenen Hepatomzellen eine OSM-spezifische Aktivierung von STAT5
fanden [59]. Im Gegensatz zu einer fru¨heren Studie [58] konnte weder in den von Wang et al. noch
in den hier durchgefu¨hrten Versuchen eine LIF-induzierte STAT5-Aktivierung beobachtet werden.
Dagegen la¨sst sich STAT3 sowohl durch IL-6, als auch durch OSM und LIF aktivieren (Abb. 8). Diese
STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-, OSM- bzw. LIF-Stimulation war zu erwarten, da fu¨r STAT3 eine
Aktivierung u¨ber die gemeinsame Rezeptoruntereinheit gp130 gezeigt werden konnte [58].
Dementsprechend diente der Nachweis von Phospho-STAT3 als Kontrolle fu¨r die Funktionsfa¨higkeit
der eingesetzten Zytokine. Dass STAT5 weder durch IL-6 noch durch LIF aktiviert werden kann, la¨sst
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Abbildung 8: Die Aktivierung von STAT5 ist spezifisch fu¨r OSM. HepG2- und MCF7-Zellen wurden
jeweils 15 oder 30 Minuten mit humanem IL-6 (200 U/ml) + s-IL-6R (1 µg/ml), Oncostatin M (20 ng/ml) bzw. LIF
(100 ng/ml) stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurden aliquots der Lysate in einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
”
geblottet“. Die Westernblots wurden zuna¨chst mit
Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rpern gefa¨rbt. Um die gleichma¨ßige Beladung nachzuweisen, wurden die Blots
danach
”
gestrippt“ und mit STAT5-spezifischen Antiko¨rpern erneut detektiert. Zur Kontrolle wurde in gleicher Weise
die STAT3-Phosphorylierung nachgewiesen, um sicher zu stellen, dass die verwendeten Zytokine intakt waren.
vermuten, dass der spezifische OSMR fu¨r die Phosphorylierung dieses Transkriptionsfaktors verant-
wortlich ist.
4.1.2 Eine Phosphorylierung von STAT5 erfolgt durch die IL-5R/OSMR-Chima¨re, nicht jedoch
durch IL-5R/gp130
Eine DNA-Bindung von STAT5 wird auch bei artifizieller Homodimerisierung von zwei OSMR-Ketten
mittels G-CSFR/OSMR-Chima¨ren beobachtet [58]. Dies la¨sst darauf schließen, dass die STAT5-Ak-
tivierung unabha¨ngig von gp130 u¨ber die OSMR-Untereinheit erfolgen kann. U¨ber welchen Mecha-
nismus die STAT5-Aktivierung durch den OSMR erfolgt, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden. Dazu erschien es sinnvoll, zuna¨chst mit Hilfe von Deletionsmutanten des OSM-Rezeptors die
fu¨r die STAT5-Aktivierung essentiellen Bereiche einzugrenzen. Wildtyp-Rezeptor und vera¨nderter Re-
zeptor ko¨nnen dabei durch Transfektion ihrer cDNA in Zellen exprimiert und auf ihre Fa¨higkeit zur
Aktivierung von STATs untersucht werden. Allerdings kann in Zellen mit endogener Expression des
Rezeptors nicht unterschieden werden, ob die beobachtete STAT-Aktivierung durch den transfizier-
ten oder endogenen Rezeptor erfolgt. Um Versuche unabha¨ngig vom endogenen OSM-Rezeptorsystem
durchfu¨hren zu ko¨nnen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein durch Behrmann et al. etabliertes,
chima¨res Rezeptorsystem verwendet [73]. Diese chima¨ren Konstrukte bestehen jeweils aus den ex-
trazellula¨ren Bereichen der IL-5-Rezeptor-α- bzw. β-Kette, die mit den transmembranen und zyto-
plasmatischen Bereichen des gp130 bzw. OSMR fusioniert sind. Die fu¨r die Signaltransduktion es-
sentiellen intrazellula¨ren Abschnitte des OSMR bzw. gp130 bleiben also erhalten und ko¨nnen nach
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Abbildung 9: Oberfla¨chenexpression der IL-5Rβ-Chima¨ren: COS-7-Zellen wurden mit 2 µg Plasmid-DNA
fu¨r die angegebenen Rezeptoren und STAT5 transfiziert. Nach 48 Stunden wurden Lysate gewonnen und die Ober-
fla¨chenexpression der Rezeptoren u¨ber Durchflusszytometrie mit IL-5Rβ-spezifischen Antiko¨rpern nachgewiesen. Als
Kontrolle dienten Zellen, die nur mit fluoreszenzmarkiertem Zweitantiko¨rper inkubiert wurden. Die graue Fla¨che
unter dem Histogramm entspricht der Kontrollzellpopulation. Die Fla¨che unterhalb der gru¨nen Kurve stellt die
Zellpopulation mit detektierter Oberfla¨chenexpression des transfizierten Rezeptors dar.
Abbildung 10: Nur die Kombination der Chima¨ren α/gp130 und β/Ost1 aktiviert STAT5: Cos-7-
Zellen wurden mit je 2 µg Plasmid-DNA der entsprechenden α- und β-Rezeptorkette sowie STAT5 transfiziert. 48
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen 15 Minuten mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert und danach lysiert. Aliquots
der Lysate wurden in einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran
”
geblottet“. Die Westernblots wurden zuna¨chst mit Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rpern gefa¨rbt,
danach
”
gestrippt“ und zur Beladungskontrolle mit STAT5-spezifischen Antiko¨rpern erneut detektiert.
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IL-5-induzierter Dimerisierung der Rezeptoruntereinheiten das Signal analog zum Wildtyp-Rezeptor
u¨ber Januskinasen und STAT-Faktoren weitergeben. Vorab wurde untersucht, ob die IL-5R/gp130-
und IL-5R/OSMR-Chima¨ren (freundlicherweise von Dr. Simone Radtke zur Verfu¨gung gestellt) zur
Aktivierung von STAT5 fa¨hig sind. Im Fall des OSMR wurde das um C-terminal 20 Aminosa¨ur-
en verku¨rzte Konstrukt IL-5Rβ/Ost1 (=OSMR Stop1) verwendet, da dieses eine deutlich bessere
Oberfla¨chenexpression als das unverku¨rzte Konstrukt IL-5Rβ/OSMR aufweist [74]. Als Negativkon-
trolle wurde ein chima¨res OSMR-Konstrukt ohne signaltransduzierenden zytoplasmatischen Bereich
eingesetzt (IL-5Rβ/O∆cyt). Um eine befriedigende Transfektionsrate zu erzielen, wurden COS-7 Zel-
len ausgewa¨hlt. Exprimiert wurde jeweils der chima¨re IL-5Rα/gp130-Rezeptor in Kombination mit
dem IL-5Rβ/gp130, IL-5Rβ/Ost1 oder IL-5Rβ/O∆cyt-Konstrukt. Zur Kontrolle wurde die Zello-
berfla¨chenexpression der Rezeptorchima¨ren mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Wa¨hrend die IL-
5Rα/gp130-Chima¨ren wie erwartet in allen Ansa¨tzen gleich gut exprimiert wurden (Daten nicht ge-
zeigt), zeigten sich deutliche Unterschiede in der Oberfla¨chenexpression der IL-5Rβ-Chima¨ren (Abb.9).
Die IL-5Rβ/gp130-Chima¨ren (β-gp130) sowie die IL-5Rβ/O∆cyt-Chima¨ren (β-O∆cyt) wurden deut-
lich besser exprimiert als die IL-5Rβ/Ost1-Chima¨re (β-Ost1). Zusa¨tzlich wurde Plasmid-DNA fu¨r
STAT5 kotransfiziert, um eine ausreichende Expression von STAT5 zu gewa¨hrleisten. Wie erwartet
zeigte sich nur bei Transfektion von IL-5Rα/gp130 mit IL-5Rβ/Ost1, also bei unserem Modell fu¨r
den Typ2-OSM-Rezeptorkomplex, eine Phosphorylierung von STAT5 nach Stimulation (Abb. 10).
Bei Kotransfektion der IL-5Rα- und IL-5Rβ/gp130-Chima¨ren, sowie bei der Negativkontrolle konn-
te trotz sta¨rkerer Oberfla¨chenexpression der Rezeptoruntereinheiten (Abb. 9) kein phosphoryliertes
STAT5 nachgewiesen werden (Abb. 10). Diese Befunde stehen im Einklang mit den unter 4.1.1 darge-
stellten Ergebnissen: Eine deutliche Aktivierung von STAT5 wird nur durch OSM, jedoch nicht durch
IL-6 ausgelo¨st. Offensichtlich ist eine STAT5-Rekrutierung u¨ber ein gp130-Homodimer nicht mo¨glich.
Dagegen ist der zytoplasmatische Bereich des βOSMR fu¨r eine STAT5-Aktivierung erforderlich.
4.1.3 Der α-Casein-Promotor weist eine ausreichende Spezifita¨t fu¨r STAT5 auf
Da die STAT5-Aktivierung auch mit Hilfe eines Reportergenassays nachgewiesen werden sollte, wurde
im Folgenden untersucht, ob das zur Verfu¨gung stehende α-Casein-Promotor-Luciferase Reportergen-
konstrukt eine ausreichende STAT5-Spezifita¨t aufweist. Reportergensysteme mit Luciferase haben den
Vorteil, dass sich bei Aktivierung des Transkriptionsfaktors ein leicht zu messendes optisches Signal
ergibt und sie sehr sensitiv sind. So reichen bereits geringe Transfektionseffizienzen aus, um ein mess-
bares Signal zu erhalten. Das ermo¨glicht es, auch in Zelllinien mit schlechteren Transfektionsraten, z.B.
HepG2-Zellen, Versuche durchzufu¨hren. Vom α-Casein-Promotor ist bekannt, dass er unter Prolak-
tineinfluss u¨ber STAT5 reguliert wird [75]. Mit der Sequenz 5´-TTCTTAGAA-3´ verfu¨gt dieser Pro-
motor u¨ber ein STAT-Bindungselement, das mit der STAT5-Bindungssequenz 5´-TTCXXXGAA-3´
[76] u¨bereinstimmt. Das hier verwendete Reportergenkonstrukt entha¨lt drei hintereinander geschalte-
te STAT-Bindungsstellen des α-Casein-Promotors, die Mimimalregion des Thymidinkinasepromotors
(tk) des Herpes simplex Virus und die cDNA des Luciferasegens [72] (siehe 3.10.1.1). Bindung von
STAT5 an den α-Casein-Promotor fu¨hrt zur Transkription der Luciferase-cDNA, deren Translation
ein Protein erzeugt, welches durch Oxidation seines Substrates Luciferin gru¨nes Licht emittiert. Diese
Reaktion ist im Luminometer messbar und dient somit dem einfachen Nachweis einer Aktivierung von
STAT5.
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Abbildung 11: Die Spezifita¨t des α-Casein-Promotors fu¨r verschiedene STAT-Faktoren: HepG2-
Hepatomzellen wurden mit 2 µg eines Expressionvektors fu¨r den angegebenen STAT-Faktor bzw. 2 µg pCAGGS-
Leervektor transfiziert. Kotransfiziert wurde Plasmid-DNA fu¨r IL-5Rα/gp130 und IL-5Rβ/OSMR (je 2 µg), β-
Galaktosidase (3 µg) und den α-Casein-Promotor (6 µg). Am na¨chsten Tag wurden die Zellen 24 Stunden mit IL-5
(20 ng/ml) stimuliert und danach lysiert. Nach Lyse der Zellen wurde ein Luciferase-Assay durchgefu¨hrt und die
gemessene Luciferaseaktivita¨t mit der Aktivita¨t der koexprimierten β-Galaktosidase abgeglichen. Aus mindestens
drei Messungen wurde der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet.
In HepG2-Zellen wurde u¨berpru¨ft, ob der α-Casein-Promotor spezifisch auf STAT5 reagiert oder
ob auch STAT1 und STAT3 zur Luciferaseexpression durch Bindung an den Promotor fu¨hren. Dazu
wurden jeweils Plasmid-cDNAs der Rezeptoruntereinheiten IL-5Rα/gp130 und IL-5Rβ/Ost1, des α-
Casein-Promotors sowie 2 µg DNA des jeweiligen STAT-Faktors in HepG2-Zellen kotransfiziert. Abb.
11 zeigt, dass der α-Casein-Promotor vor allem durch STAT5b aktiviert wird, jedoch auch STAT3 und
STAT5a einen -wenn auch geringeren- Einfluss auf die Luciferaseexpression ausu¨bt. Da die Aktivierung
durch STAT5b mit 4-facher Induktion mehr als doppelt so hoch war, wie die durch STAT3 und
STAT5a, kann von einer ausreichenden, wenn auch nicht guten Spezifita¨t des α-Casein-Promotors
ausgegangen werden.
4.1.4 Die IL-5R/OSMR-Chima¨re fu¨hrt zur Aktivierung des α-Casein-Promotors
Nachdem die ausreichende STAT5-Spezifita¨t des α-Casein Promotors sichergestellt war, wurden
mit verschiedenen Rezeptorkonstrukten (dankenswerterweise von Dr. Simone Radtke zur Verfu¨gung
gestellt) Luciferase-Reportergenassays durchgefu¨hrt. Zuna¨chst wurden analog zum unter 4.1.2 be-
schriebenen Versuch in COS-7-Zellen (Abb. 10) entsprechende IL-5Rα/gp130- und IL-5Rβ/OSMR-
Chima¨ren in HepG2-Zellen exprimiert. Nach Stimulation mit IL-5 zeigte sich das gleiche Ergebnis wie
imWesternblot der COS-7-Zelllysate: Nur das Modell fu¨r den Typ2-OSM-Rezeptor (IL-5Rα/gp130 mit
IL-5Rβ/Ost1) ist in der Lage, eine deutliche Transkription des Luciferase-Gens zu induzieren, was auf
eine Aktivierung von STAT5 ru¨ckschließen la¨sst. Die schwache Stimulation des α-Casein-Promotors
durch die Kombination von IL-5Rα-/β-gp130 ist sehr wahrscheinlich auf die starke STAT3-Aktivierung
durch diese Rezeptorkombination zuru¨ckzufu¨hren. Dagegen zeigt sich bei Expression der Negativkon-
trolle (O∆cyt) nach Stimulation keine Aktivierung des Reportergens durch phosphoryliertes STAT5
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(Abb. 12).
Abbildung 12: Die IL-5Rβ/Ost1 Chima¨re aktiviert STAT5 in HepG2-Zellen (Reportergenassay
mit dem α-Casein-Promotor) HepG2-Zellen wurden mit Plasmid-DNA der entsprechenden α- und β-
Rezeptorchima¨re (je 2 µg), STAT5b (2 µg), α-Casein-Promotor (6 µg) und β-Galaktosidase (3 µg) transfiziert.
24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen 24 Stunden mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert. Nach Lyse der Zel-
len wurde die Luciferaseaktivita¨t der Zelllysate gemessen. Nach Abgleich der Luciferasewerte mit der gemessenen
β-Galaktosidaseaktivita¨t und Normalisierung auf die relative Luciferaseaktivita¨t von βOst1 (=1) wurden der Mit-
telwert sowie die Standardabweichung aus vier Messungen ermittelt.
4.1.5 Eingrenzung der fu¨r die STAT5-Aktivierung notwendigen OSMR-Regionen
Im Folgenden wurden durch Verwendung von verku¨rzten Rezeptorkonstrukten die fu¨r die STAT5--
Aktivierung wichtigen Bereiche des OSMR na¨her eingegrenzt. Abbildungen 13 und 14 geben einen
U¨berblick u¨ber die verwendeten Chima¨ren.
Zur Vereinfachung werden die chima¨ren Konstrukte im Folgenden nur noch entsprechend ihres in-
trazellula¨ren Bereiches als βOwt, βOst1, βOst2, βOst3, βOst3a, βOst4 und βO∆cyt bezeichnet. Als
ungu¨nstig erwies sich die unterschiedliche Oberfla¨chenexpression der Konstrukte. Das unverku¨rzte
Konstrukt βOwt war bereits in fru¨heren Versuchen unserer Arbeitsgruppe durch eine sehr schlechte
Oberfla¨chenexpression aufgefallen [74] und wurde deshalb in diesen Versuchen nicht mehr verwendet.
Stattdessen kam das um 20 Aminosa¨uren verku¨rzte Konstrukt βOst1 zum Einsatz. Wa¨hrend sich die
Expression von βOst1, βOst2, βOst3 und βOst3a nicht wesentlich voneinander unterscheidet, zeich-
net sich βOst4 durch eine deutlich bessere Oberfla¨chenexpression aus, was bei der Interpretation der
Ergebnisse zu beru¨cksichtigen ist. In HepG2-Zellen wurden nun Reportergenassays mit dem α-Casein-
Promotor durchgefu¨hrt, um zu differenzieren, welche der verku¨rzten Chima¨ren noch zur Aktivierung
von STAT5 fa¨hig sind. Um sicherzustellen, dass die beobachtete STAT-Aktivierung auch wirklich
auf den zytoplasmatischen Teil des OSMR und nicht auf gp130 zuru¨ckgeht, wurde die vera¨nderte
IL-5Rα/gp130Y5F-Chima¨re eingesetzt. In diesem Konstrukt sind die fu¨nf intrazellula¨ren signaltrans-
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Abbildung 13: U¨bersicht u¨ber die mutierte gp130-Chima¨re (gp130Y5F) sowie die verku¨rzten Kon-
strukte der OSMR-Chima¨re: Die Pfeile markieren das Ende des jeweiligen verku¨rzten Rezeptorkonstruktes.
duzierenden Tyrosine des gp130 durch Phenylalanin ersetzt, wodurch keine Bindung der STATs oder
anderer Proteine mit SH2-Doma¨nen an den Rezeptor mehr mo¨glich ist. Transfiziert wurde die DNA fu¨r
den α-Casein-Promotor, STAT5b, die IL-5Rα/gp130Y5F- und die jeweilige IL-5Rβ/OSMR-Chima¨re.
Als Negativkontrolle wurde abermals die Rezeptorkette βO∆cyt verwendet, die wie erwartet keine
STAT5-Aktivierung auslo¨sen kann (Abb. 16).
In Abbildung 16 ist die Aktivierung von STAT5 durch die verku¨rzten OSMR-Konstrukte darge-
stellt. Zusa¨tzlich wurde nochmals die IL-5Rβ/gp130-Chima¨re eingesetzt, diesmal allerdings wie die
OSMR-Chima¨ren in Kombination mit IL-5Rα/gp130Y5F. Die IL-5Rβ/gp130-Chima¨re fu¨hrte zu ei-
ner vergleichsweise schwachen Stimulation des α-Casein-Promotors. Diese ist wahrscheinlich auf einen
unspezifischen Effekt durch die starke STAT3-Aktivierung dieser Rezeptorchima¨re zuru¨ckzufu¨hren
(vgl. Abb. 11). Dagegen zeigte sich bei allen verku¨rzten OSMR-Konstrukte eine deutliche, allerdings
zum Teil sehr unterschiedliche, Induktion des α-Casein-Promotors. Die Konstrukte βOst1, βOst2 und
βOst3 fu¨hren zu einer beinahe a¨quivalenten Induktion des α-Casein-Promotors. Da dem Konstrukt
βOst3 im Vergleich zum fast unverku¨rzten βOst1 die beiden STAT3-Bindemotive (YXXQ: Y917 und
Y944) fehlen, sind diese Tyrosine fu¨r die STAT5-Rekrutierung offensichtlich ohne Bedeutung. Ver-
glichen mit βOst3 zeigt βOst3a eine geringfu¨gig schwa¨chere Aktivierung von STAT5, die jedoch im
Vergleich zu βOst1 nicht erheblich ist. Das dabei mo¨glicherweise involvierte Tyrosin Y861 wurde ge-
nauer untersucht, indem die Rezeptormutante βOst3a-mut, bei der Tyrosin Y861 zu Phenylalanin
mutiert ist, eingesetzt wurde. Der Ersatz dieses Tyrosins durch Phenylalanin hatte keinen Effekt auf
die Reportergenexpression (Daten nicht gezeigt), so dass eine Beteiligung des Tyrosins Y861 an der
STAT5-Aktivierung unwahrscheinlich erscheint. Verglichen mit βOst1 zeigt sich jedoch bei βOst4 ein
deutlicher Abfall der Luciferaseexpression, der noch auffa¨lliger wird, wenn man beru¨cksichtigt, dass
das Konstrukt βOst4 eine wesentlich bessere Oberfla¨chenexpression als βOst3a aufweist. (Abb. 15
und 16). Dies deutet auf eine Beteiligung der Tyrosine Y837 und Y839 im Motiv YLYLLP bei der
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Abbildung 14: Verku¨rzte IL-5Rβ/OSMR-Chima¨ren (dankenswerterweise von Simone Radtke zur
Verfu¨gung gestellt) (TM= Transmembranbereich)
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Abbildung 15: Oberfla¨chenexpression der verku¨rzten OSMR-Rezeptorkonstrukte: Zur Kontrolle der
Oberfla¨chenexpression der Rezeptoren wurden COS-7-Zellen mit Plasmid-DNA fu¨r IL-5Rα/gp130Y5F und die an-
gegebene IL-5Rβ/OSMR-Chima¨re bzw. IL-5Rβ/gp130 transfiziert. Eine Fraktion der Zellen wurde durchflusszyto-
metrisch auf die Oberfla¨chenexpression der transfizierten β-Chima¨ren hin untersucht. Die graue Fla¨che unter dem
Histogramm entspricht der Zellpopulation mit detektierter Oberla¨chenexpression des transfizierten Rezeptors. Die
Fla¨che unterhalb der gru¨nen Kurve stellt die Kontrollzellpopulation dar. Ein Aliquot des Lysates wurde genutzt
um die Expression der transfizierten Rezeptorkonstrukte im Westernblot nachzuweisen (1= βO∆cyt, 2= βOst1, 3=
βOst2, 4= βOst3a, 5= βOst3, 6= βOst4).
Abbildung 16: Aktivierung von STAT5 durch die verku¨rzten OSMRRezeptorkonstrukte: HepG2-Zellen
wurden mit Expressionsplasmiden fu¨r IL-5Rα/gp130Y5F und die angegebene IL-5Rβ/OSMR-Chima¨re transfiziert.
Kotransfiziert wurde DNA fu¨r STAT5 (2µg), α-Casein-Promotor (6µg) und β-Galaktosidase (3µg). Am na¨chsten
Tag wurden die Zellen 24 Stunden mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert und die Luciferaseaktivita¨t der Zelllysate gemessen.
Nach Abgleich der Luciferasewerte mit der gemessenen β-Galaktosidaseaktivita¨t und Normalisierung auf die relative
Luciferaseaktivita¨t von βOst1 wurden der Mittelwert sowie die Standardabweichung aus sieben Messungen ermittelt.
Auf der Y-Achse ist die relative Luciferaseaktivita¨t dargestellt.
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STAT5-Aktivierung hin.
Die schwache Stimulation des α-Casein-Promotors durch die Kombination von IL-5Rα-/β-gp130
ist sehr wahrscheinlich auf die starke STAT3-Aktivierung durch diese Rezeptorkombination zuru¨ck-
zufu¨hren.
4.2 Eine Aktivierung von STAT5 ist auch ohne Rezeptortyrosine mo¨glich - die
Bedeutung der Januskinasen
Die unter 4.1.5 dargestellten Ergebnisse waren insofern u¨berraschend, als dass eine STAT5-Aktivierung
durch eine Rezeptorkombination von α/gp130Y5F und β/Ost4, d.h. auch ohne Beteiligung zytoplas-
matischer Tyrosinreste, mo¨glich war, was dem ga¨ngigen Modell einer STAT-Rekrutierung u¨ber Re-
zeptortyrosinmotive widerspricht. Zwar ging die Fa¨higkeit zur Induktion des Reportergens bei βOst4
verglichen mit dem nahezu unverku¨rzten Konstrukt Ost1 auf ca. 60% zuru¨ck, dennoch blieb βOst4 ein-
deutig ein Restpotential zur Aktivierung von STAT5 erhalten. Mo¨glicherweise erfolgt die Aktivierung
von STAT5 hierbei u¨ber eine direkte Interaktion mit den Januskinasen. Ein solcher STAT5-Aktivie-
rungsmechanismus wurde von einigen Autoren bei anderen Zytokinrezeptoren postuliert und erfor-
dert wahrscheinlich JAK2 [77, 78, 79]. Voraussetzung fu¨r eine direkte JAK/STAT-Interaktion in der
OSMR-Signaltransduktion wa¨re die Fa¨higkeit des Rezeptors zur Rekrutierung von JAK2, was beim
eingesetzten Konstrukt βOst4 durch die noch vorhandene Box1/2-Region gegeben ist. Im Folgenden
wurde die Bedeutung der Januskinasen bei der Aktivierung von STAT5 nach OSM-Stimulation na¨her
untersucht. Da von den vier Januskinasen bislang nur fu¨r JAK1 und JAK2 eine direkte Assoziation
mit dem OSMR gezeigt ist, beschra¨nkten sich die Untersuchungen auf diese beiden JAKs, wobei sich
der Fokus auf JAK2 richtete. Zuna¨chst wurde die STAT5-Phosphorylierung in entsprechenden JAK-
defizienten Zellen untersucht. Zum Einsatz kamen verschiedene humane Fibrosarkomzelllinien, deren
Eigenschaften in Tabelle 7 zusammengefasst sind.
Fibrosarkomzelllinie Eigenschaften bezu¨glich der JAK-Expression
2C4 Wildtyp
U4C JAK1-defizient (weder mRNA noch Protein nachweisbar)
γ2A JAK2-defizient (weder mRNA noch Protein nachweisbar)
γ2A + JAK2 Rekonstitution mit JAK2
γ2A + JAK2KE Rekonstitution mit einer JAK2-Mutante ohne Kinaseakti-
vita¨t
2fTGH Wildtyp
U4A JAK1-defizient (verku¨rzte, inaktive Form der JAK1 vor-
handen)
U1A Tyk2-defizient
Tabelle 7: Eigenschaften der JAK-defizienten Fibrosarkomzellen
4.2.1 JAK1-defiziente Zellen zeigen keine, JAK2-defiziente Zellen eine deutlich reduzierte
STAT5-Phosphorylierung
In einer ersten Versuchsreihe wurde die STAT5-Phosphorylierung nach OSM und IL-6-Stimulation
in Wildtyp- und JAK-defizienten Zellen in Abha¨ngigkeit von der Stimulationsdauer erfasst. In den
Wildtypzellen trat fu¨nf und fu¨nfzehn Minuten nach OSM-Stimulation eine deutliche Phosphorylierung
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von STAT5 auf, die nach 30-minu¨tiger Stimulationszeit schwa¨cher und nach einer Stunde Stimulation
nicht mehr detektierbar war. Damit erfolgt die STAT5-Phosphorylierung deutlich transienter als die
ebenfalls analysierte STAT3-Phosphorylierung, die auch nach 60 Minuten noch nachweisbar war (Abb.
17, unterer Teil). IL-6 lo¨ste in den Wildtyp(2C4)-Zellen wie erwartet keine STAT5-Aktivierung, aber
eine deutliche STAT3-Aktivierung aus.
In den JAK1-defizienten U4C-Zellen sowie in den JAK2-defizienten γ2A-Zellen konnte interessan-
terweise nach OSM-Stimulation keine STAT5-Aktivierung mehr nachgewiesen werden, wa¨hrend die
Fa¨higkeit zur STAT3-Phosphorylierung sowohl in den U4C-Zelle als auch in den γ2A-Zellen in leicht
abgeschwa¨chter Form erhalten blieb (Abb. 17). Dagegen ließ nach IL-6-Stimulation in den JAK1-
defizienten U4C-Zellen keine STAT3-Aktivierung mehr detektieren. In den JAK2-defizienten γ2A-
Zellen zeigte sich eine im Vergleich zu den Wildtyp(2C4)-Zellen deutlich reduzierte STAT3-Phospho-
rylierung.
Abbildung 17: -Phosphorylierung in 2C4-, U4C- und γ2A-Zellen: 2C4-, U4C- und γ2A-Zellen wurden
fu¨r die angegebenen Zeiten mit OSM (20 ng/ml) und IL-6 (200 U/ml) + sIL-6R (1 µg/ml) stimuliert. Nach Lyse
der Zellen wurden aliquots der Lysate in einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran
”
geblottet“. Die Membranen wurden zuna¨chst mit Phospho-STAT5-spezifischen
Antiko¨rpern gefa¨rbt. Zum Nachweis einer gleichma¨ßigen Beladung wurden die Blots danach
”
gestrippt“ und mit
STAT5-spezifischen Antiko¨rpern erneut detektiert. Zur Kontrolle wurde in weiteren aliquots der Lysate auch die
Phosphorylierung von STAT3 mit einem Phospho-STAT3-spezifischen Antiko¨rper nachgewiesen. Zur Beladungskon-
trolle wurde der Blot ebenfalls nach dem
”
Strippen“ mit STAT3-spezifischen Antiko¨rpern detektiert.
4.2.2 Rekonstitution von JAK2 ermo¨glicht wieder eine STAT5-Aktivierung
Als Kontrolle standen γ2A-Zellen zur Verfu¨gung, in denen die JAK2-Expression durch stabile Trans-
fektion wiederhergestellt worden war. Daru¨ber hinaus wurden γ2A-Zellen eingesetzt, die mit der JAK2-
Mutante ”JAK2KE“ rekonstituiert wurden. JAK2KE unterscheidet sich von der Wildtypkinase durch
einen Aminosa¨ureaustausch von Lysin (K) gegen Glutaminsa¨ure (E) innerhalb der Kinasedoma¨ne. Da-
mit fehlt dieser Kinase der ATP-Akzeptor, wodurch ihre Kinaseaktivita¨t verloren geht. JAK2KE sollte
also nicht in der Lage sein STAT5 zu phosphorylieren. Da sich in der vorangehenden Versuchsreihe
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(siehe 4.2.1) gezeigt hatte, dass bereits nach 15 Minuten eine maximale STAT5-Aktivierung erreicht
ist, wurden die Zellen 15-Minuten mit OSM stimuliert.
U¨bereinstimmend mit den bisherigen Ergebnissen zeigte sich nach Stimulation mit OSM eine deut-
liche Phosphorylierung von STAT5 in den Wildtypzellen (2C4), wa¨hrend in den JAK1-defizienten
Zellen (U4C) keine STAT5-Aktivierung beobachtet werden konnte. Die JAK2-defizienten γ2A-Zellen
wiesen, verglichen mit den Wildtypzellen, eine deutlich schwa¨chere STAT5-Phosphorylierung auf (Abb.
18, links oben). Zusa¨tzlich konnte nun in Zellen mit JAK2-Rekonstitution (γ2A+JAK2) wieder eine
deutlich sta¨rkere STAT5-Phosphorylierung als in den γ2A-Zellen detektiert werden. Die Zellen, in de-
nen die JAK2-Mutante mit fehlender Kinaseaktivita¨t rekonstituiert wurde (γ2A+JAK2KE), erwiesen
sich als unfa¨hig zur STAT5-Phosphorylierung (Abb. 18, links oben). Wie vermutet ist eine intakte
JAK2-Kinaseaktivita¨t fu¨r eine maximale STAT5-Aktivierung erforderlich.
Eine STAT3-Phosphorylierung la¨sst sich in reduzierter Form sowohl in den JAK1-defizienten U4C-
Zellen als auch in den JAK2-defizienten γ2A-Zellen nachweisen (Abb. 18, rechts oben)
Abbildung 18: STAT-Phosphorylierung: 2C4-, U4C- und γ2A-Zellen sowie mit JAK2 und JAK2KE rekonsti-
tuierte (γ2A-)Zellen wurden mit IL-6 (500U/ml) + sIL-6R (1µg/ml) und OSM (20 ng/ml) stimuliert. Nach Lyse
der Zellen wurden aliquots der Lysate in einem 7,5% SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran
”
geblottet“. Der Nachweis von phosphoryliertem STAT5 bzw. STAT3 erfolgte mit einem
Phospho-STAT5- bzw. Phospho-STAT3-spezifischen Antiko¨rper. Zur Beladungskontrolle wurden die Blots danach
”
gestrippt“ und mit STAT5- bzw. STAT3-spezifischen Antiko¨rpern erneut detektiert.
Auffa¨llig ist die ho¨here Expression der Januskinasen JAK2 und JAK2KE in den rekonstituierten
Zellen (Abb. 18, links unten). Trotz dieser ho¨heren Expression zeigen die mit JAK2 rekonstituier-
ten Zellen im Vergleich zu den Wildtypzellen weder eine ho¨here STAT5- noch eine ho¨here STAT3-
Phosphorylierung. Stattdessen la¨sst sich in den mit JAK2 rekonstituierten Zellen sowohl nach OSM-
als auch nach IL-6-Stimulation eine im Vergleich zu den Wildtypzellen reduzierte STAT5- und STAT3-
Phosphorylierung beobachten (Abb. 18). Dies la¨sst sich mo¨glicherweise durch eine kompetitive Ver-
dra¨ngung von JAK1 durch JAK2 am Rezeptor erkla¨ren. Offensichtlich ist ein ausgewogenes Verha¨ltnis
dieser beiden Kinasen zur maximalen Aktivierung der STAT-Faktoren erforderlich.
Bemerkenswert ist weiterhin die deutlich reduzierte STAT3-Phosphorylierung in den mit JAK2KE
rekonstituierten Zellen im Vergleich zu den JAK2-defizienten Zellen. Die funktionsunfa¨hige JAK2KE
Mutante scheint hier einen dominant negativen Effekt auszuu¨ben. Dieser la¨sst sich mo¨glicherwei-
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se ebenfalls durch Kompetition der Kinasen am Rezeptor erkla¨ren: Eventuell verdra¨ngt die kinase-
inaktive JAK2KE die funktionsfa¨hige JAK1 vom Rezeptor, wodurch sowohl die STAT3- als auch die
STAT5-Phosphorylierung negativ beeinflusst werden.
Insgesamt scheinen beide Kinasen, JAK1 und JAK2, an der Phosphorylierung von STAT5 beteiligt
zu sein, wobei JAK1 obligatorisch fu¨r die STAT5-Aktivierung ist und JAK2 versta¨rkend eingreift.
4.2.3 SH2-Bβ und APS zeigen unerwartete Effekte durch Beeintra¨chtigung der
STAT5-Expression
Um die Bedeutung der Januskinasen 1 und 2 in der STAT5-Aktivierung zu verifizieren, wurden in
weiteren Versuchen die Proteine SH2-Bβ und APS eingesetzt:
1. SH2-Bβ wurde 1999 von Rui et al. als potenter Aktivator von JAK2 identifiziert. Koexpression
von SH2-Bβ mit JAK2 versta¨rkt die Tyrosinphosphorylierung von STAT5 und STAT3, den
physiologischen Substraten von JAK2, erheblich [80]. Dabei steigert SH2-Bβ die enzymatische
Aktivita¨t von JAK2, indem es mit seiner SH2-Doma¨ne an die tyrosinphosphorylierte Kinase
bindet [81]. O´Brien et al. konnten zeigen, dass SH2-Bβ sehr spezifisch JAK2 aktiviert, wa¨hrend
es JAK1 und JAK3 unbeeinflusst la¨sst [81].
2. APS [82] wirkt dagegen als Inhibitor von JAK1 und JAK2, obwohl es mit SH2-Bβ zur gleichen
Familie von Adapterproteinen geho¨rt. Wird es in Zellen exprimiert, so reduziert es die Kinase-
aktivita¨t von JAK2 und dadurch auch die Phosphorylierung von STAT5b. Ebenso wirkt APS
hemmend auf JAK1, wa¨hrend die Aktivita¨t von JAK3 unvera¨ndert bleibt [81].
In Transfektionsexperimenten wurden nun die Effekte von SH2-Bβ und APS auf die STAT5-
Phosphorylierung untersucht. Cos-7-Zellen wurden mit STAT5, IL-5Rα/gp130Y5F und IL-
5Rβ/OSMR-Konstrukten transfiziert. Zusa¨tzlich erfolgte wie angegeben eine Kotransfektion von SH2-
Bβ bzw. APS. Die Oberfla¨chenexpression der Rezeptorkonstrukte wurde zur Kontrolle bestimmt, in-
dem eine Fraktion der transfizierten Zellen durchflußzytometrisch analysiert wurde. Dabei zeigte sich,
dass die Koexpression von SH2-Bβ bzw. APS zu keiner nennenswerten Beeinflussung der Rezeptoro-
berfla¨chenexpression fu¨hrt (Daten nicht gezeigt). 48 Stunden nach Transfektion wurden von mit IL-5
stimulierten und unstimulierten Zellen Lysate hergestellt und die jeweilige STAT5-Phosphorylierung
im Westernblot detektiert. U¨berraschenderweise ließ sich statt der erwarteten Versta¨rkung der STAT5-
Phosphorylierung durch SH2-Bβ nach U¨berexpression dieses Proteins u¨berhaupt kein Phospho-STAT5
mehr nachweisen (Abb.19). Auffa¨llig war, dass in der Gegenfa¨rbung mit STAT5 jedes Mal reduzierte
STAT5-Konzentrationen bei U¨berexpression von SH2-Bβ gefunden wurden, obwohl gleiche Mengen
an Protein im Lysat eingesetzt worden waren. Vermutlich fu¨hrt die Kotransfektion von SH2Bβ mit
STAT5 zu einer verminderten Expression von STAT5, so dass die verbleibende STAT5-Konzentration
nach Phosphorylierung unterhalb der Nachweisgrenze fu¨r Phospho-STAT5 im Westernblot liegt. Auch
U¨berexpression von APS scheint den gleichen negativen Effekt auf die STAT5-Expression zu haben.
Dadurch wird die Aussagekraft dieser Experimente so stark eingeschra¨nkt, dass die Versuche nicht
weiter fortgesetzt wurden. Stattdessen wurde im Folgenden der JAK2-spezifische Inhibitor AG490
eingesetzt.
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Abbildung 19: SH2-Bβ und APS zeigen unerwartete Effekte durch Reduzierung der STAT5 Expressi-
on: Cos-7-Zellen wurden mit je 2µg Plasmid-DNA fu¨r IL-5Rα/gp130Y5F und die angegebene IL-5Rβ/OSMR-Kette
sowie STAT5 transfiziert. Zusa¨tzlich erfolgte eine Kotransfektion mit je 5µg des Expressionsplasmids fu¨r SH2-Bβ
und APS wie angegeben. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen 15 Minuten mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert
und danach lysiert. Zur Kontrolle wurde die Oberfla¨chenexpression der Rezeptorkonstrukte bestimmt, indem eine
Fraktion der Zellen durchflußzytometrisch analysiert wurde. Dabei zeigte sich, dass die Koexpression von SH2-Bβ
bzw. APS zu keiner nennenswerten Beeinflussung der Rezeptoroberfla¨chenexpression fu¨hrt (Daten nicht gezeigt).
Ein Aliquot der Lysate wurde in einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf ei-
ne PVDF-Membran
”
geblottet“. Die Westernblots wurden zuna¨chst mit Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rpern
gefa¨rbt, danach
”
gestrippt“ und zur Beladungskontrolle mit STAT-5-spezifischen Antiko¨rpern erneut detektiert (B).
44
4 Ergebnisse
4.2.4 Der JAK2-Inhibitor AG490 hemmt die STAT5-Phosphorylierung
AG490 geho¨rt zur Substanzklasse der so genannten Tyrphostine, einer Gruppe von Tyrosinkinase-
Inhibitoren. Wa¨hrend viele dieser Inhibitoren unspezifisch eine ganze Reihe von Enzymen blockieren,
hemmt AG490 bevorzugt die Januskinase 2 [83, 84, 85]. Andere zytoplasmatische Tyrosinkinasen
wie JAK1, Tyk2 oder Src werden durch AG490 deutlich weniger beeinflusst. Mittlerweile ist jedoch
bekannt, dass AG490 Rezeptortyrosinkinasen wie den EGF-Rezeptor hemmen kann. Fu¨r die hier an-
stehenden Versuche ist dies jedoch von untergeordneter Bedeutung und die Selektivita¨t von AG490
gegenu¨ber JAK2 im Vergleich zu anderen Januskinasen von Bedeutung. HepG2 Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von AG490 inkubiert und anschließend mit OSM stimuliert. Der
Westernblot in Abbildung 20 zeigt, dass schon die geringste Konzentration (5 µM) von AG490 zu einer
deutlichen Reduktion der STAT5-Phosphorylierung fu¨hrt. Ho¨here Konzentrationen von AG490 als 5
µM fu¨hren zum vo¨lligen Erliegen der STAT5-Phosphorylierung. Zur Kontrolle wurde auch die STAT3-
Phosphorylierung untersucht, die sich im Gegensatz zur STAT5-Phosphorylierung durch AG490 in
niedriger und mittlerer Konzentration (5 µM und 25 µM) nicht vera¨ndert. Dies besta¨tigt den unter-
schiedlichen Aktivierungsmechanismus von STAT3 und STAT5. Erst bei einer Konzentration von 50
µM kommt es auch zu einer Reduktion der STAT3-Phosphorylierung. Dieser Effekt ko¨nnte darauf
zuru¨ckzufu¨hren sein, dass ho¨here AG490-Konzentrationen unspezifisch weitere Kinasen, wie beispiels-
weise die fu¨r die STAT3-Phosphorylierung notwendige JAK1, hemmen.
Abbildung 20: AG490 hemmt die OSM-induzierte STAT5-Phosphorylierung: 2C4 Zellen wurden in Ab-
wesenheit von AG490 sowie unter Einfluss unterschiedlicher AG490-Konzentrationen wie angegeben 15 Minuten
mit OSM stimuliert. 45 Minuten vor Zytokinstimulation waren die entsprechenden Zellen bereits mit der angege-
benen Konzentration AG490 inkubiert worden. Nach Stimulation wurden die Zellen lysiert, aliquots der Lysate in
einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
”
geblottet“.
Die Westernblots wurden zuna¨chst mit Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rpern gefa¨rbt. Die Phospho-STAT5-
Bande ist durch einen Pfeil markiert. Die daru¨ber liegenden Banden sind unbekannte unspezifische Banden. Um die
gleichma¨ßige Beladung nachzuweisen, wurden die Blots danach
”
gestrippt“ und mit STAT5-spezifischen Antiko¨rpern
erneut detektiert. Der Pfeil markiert die Lage der STAT5-Bande. Bei den daru¨ber liegenden Banden handelt es sich
vermutlich um unspezifische Banden. Zur Kontrolle wurde in gleicher Weise die STAT3-Phosphorylierung nachge-
wiesen.
Insgesamt ergibt das Bild, dass JAK2 eine entscheidende Rolle fu¨r die STAT5-Phosphorylierung
spielt. Der Versuch eine direkte Interaktion zwischen JAK2 und STAT5 am OSMR nachzuweisen
scheiterte leider aufgrund mangelnder Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Hierbei wurde eine Immun-
pra¨zipitation der verku¨rzten OSMR-Chima¨ren mit einem gegen den extrazellula¨ren Teil des IL-5Rβ
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gerichteten Antiko¨rpern durchgefu¨hrt. Im Westernblot wurde danach untersucht, ob es zur Koimmun-
pra¨zipitation von JAK2 bzw. STAT5 mit dem jeweiligen Rezeptorkonstrukt gekommen war. Nachdem
der erste Versuch erfolgsversprechend war, gelang es in Wiederholungsexperimenten leider nicht, re-
produzierbare Resultate zu erzielen.
4.2.5 Der Src-Kinase-Inhibitor PP1 hat keinen Einfluss auf die STAT5-Phosphorylierung
Im Weiteren wurde untersucht, ob neben den Januskinasen auch die Src-Proteinkinasen an der STAT5-
Aktivierung durch OSM beteiligt sind. Src-Kinasen sind wie die JAKs Tyrosinkinasen. Ihre Familie um-
fasst neun Mitglieder, die in zahlreiche zellula¨re Signaltransduktionswege involviert sind. Auch eine Be-
teiligung am JAK/STAT-Weg wurde mehrfach beschrieben, wobei ein alternatives ,,JAK/Src/STAT-
Modell” entwickelt wurde: Demzufolge kommt es nach Dimerisierung der Rezeptoruntereinheiten zur
Aktivierung von Src- und Januskinasen, die beide mit dem Rezeptor assoziiert sind. Januskinasen phos-
phorylieren daraufhin Rezeptortyrosine, was zur Rekrutierung von STAT-Faktoren an den Rezeptor
fu¨hrt. Die STATs werden dann durch die Src-Kinasen phosphoryliert, woraufhin sie dimerisieren und
in den Zellkern translozieren ko¨nnen [86, 87, 88, 89]. Fu¨r Oncostatin M konnte gezeigt werden, dass
Src-Kinasen fu¨r die Aktivierung von STAT3, STAT1, Akt und der MAPK Erk1/2 und p38 nicht not-
wendig ist [90, 91]. Fu¨r STAT5 liegen diesbezu¨glich keine Daten vor. Bemerkenswerterweise erfolgt
die Tyrosinphosphorylierung von STAT5 nach Erythropoetin(EPO)-Stimulation durch ein Zusam-
menspiel von Src- und Januskinasen. Durch die selektiven Src-Inhibitoren PP1 und PP2 kann die
Tyrosinphosphorylierung ebenso wie durch den JAK2-Inhibitor AG490 reduziert werden [92]. Daher
erschien es interessant, zu untersuchen, ob auch die OSM-induzierte STAT5-Aktivierung abha¨ngig von
Src-Kinasen ist. Dazu wurde PP1, welches spezifisch die Familie der Src-Tyrosinkinasen hemmt, in ver-
schiedenen Konzentrationen eingesetzt (Abb. 21). Dabei zeigte sich jedoch, dass PP1 keinen Einfluss
auf die Phosphorylierung von STAT5 nach OSM-Stimulation hat. Nur bei der ho¨chsten Konzentration
von PP1 (7,5 µM) wird eine leichte Reduktion der STAT5-Phosphorylierung sichtbar. Hier handelt es
sich vermutlich um einen unspezifischen Effekt des Kinaseinhibitors PP1. Insgesamt wird die Phospho-
rylierung von STAT5 nicht wesentlich durch PP1 beeinflusst, so dass die STAT5-Aktivierung offenbar
unabha¨ngig von den Kinasen der Src-Familie erfolgt.
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Abbildung 21: Der Src-Kinase Inhibitor PP1 hat keinen Einfluss auf die STAT5-Phosphorylierung:
HepG2-Zellen wurden 1 Stunde mit der angegebenen Menge von PP1 (2 mM-Lo¨sung in DMSO) inkubiert. Zur
Kontrolle wurden einige Zellen mit der ho¨chsten Konzentration des PP1-Lo¨sungsmittels DMSO inkubiert. Danach
erfolgte eine 15-minu¨tige Stimulation mit OSM (30 ng/ml) und anschließend wurden die Zellen lysiert. Aliquots der
Lysate wurden in einem 7,5% SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
”
geblottet“. Die Westernblots wurden zuna¨chst mit Phospho-STAT5-spezifischen Antiko¨rpern gefa¨rbt. Dargestellt
sind verschiedenen Expositionszeiten des selben Westernblots (oben und in der Mitte). Zur Beladungskontrolle
wurden die Blots danach
”
gestrippt“ und mit STAT5-spezifischen Antiko¨rpern erneut detektiert (unten).
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5.1 Die Aktivierung von STAT5 ist spezifisch fu¨r OSM und erfolgt nur u¨ber den OSMR,
nicht u¨ber gp130
Auf der einen Seite weisen die IL-6-Typ-Zytokine zahlreiche redundante Eigenschaften auf, die sich
zum Teil durch die gemeinsame Nutzung der Rezeptoruntereinheit gp130 erkla¨ren lassen. Auf der an-
deren Seite sind auch spezifische Wirkungen der jeweiligen Zytokine bekannt. Fu¨r die unterschiedlichen
Wirkungen wird unter anderem die jeweilige zytokinspezifische Rezeptoruntereinheit verantwortlich
gemacht [58]. Unterschiede in der intrazellula¨ren Signaltransduktion der verschiedenen Rezeptorkom-
plexe ko¨nnten im Zusammenspiel mit einer variablen Rezeptorexpression auf den jeweiligen Zielzellen
die spezifische Zellantwort jedes Zytokins bedingen. Innerhalb der IL-6-Typ-Zytokine fa¨llt Oncosta-
tin M durch die starke Aktivierung von STAT5 in verschiedenen Zelllinien auf (siehe 4.1.1). Weder
IL-6 noch LIF fu¨hrten in den unter 4.1.1 dargestellten Ergebnissen zu einer nachweisbaren STAT5-
Phosphorylierung, so dass hier von einem OSM-spezifischen Effekt ausgegangen werden kann. Dement-
sprechend wurde angenommen, dass die STAT5-Aktivierung u¨ber den OSMR vermittelt wird, da die-
se Rezeptoruntereinheit von OSM und nicht von LIF oder IL-6 verwendet wird. Tatsa¨chlich konnte
durch Transfektionsexperimente mit Hilfe des chima¨ren IL-5-Rezeptorsystems gezeigt werden, dass
der intrazellula¨re Teil des OSMR fu¨r die STAT5-Aktivierung notwendig ist, wohingegen IL-5R/gp130-
Homodimere nicht zu einer nachweisbaren Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors fa¨hig sind (siehe
4.1.2). Diese Befunde stehen im Einklang mit einigen fru¨heren Arbeiten, in denen eine STAT5-Aktivie-
rung durch den OSM-, nicht jedoch den IL-6-Rezeptorkomplex nachgewiesen wurde [58, 67]. Ebenso
zeigten weitere Studien, dass sich Rezeptorkomplexe, die den OSMR enthalten, durch die sta¨rkste
Aktivierung von STAT5 auszeichnen [59]. Im Widerspruch zu den in der vorliegenden Arbeit darge-
stellten Ergebnissen steht eine Studie von Lai et al., die auf eine STAT5-Aktivierung durch gp130
hindeutet [93]. Allerdings ist anzunehmen, dass die dort verwendeten G-CSFR/gp130-Chima¨ren zu
einer Rezeptordimerisierung fu¨hren, die wesentlich sta¨rker als die des natu¨rlichen IL-6-Rezeptors ist
[72]. Dadurch kommt es wahrscheinlich zu einer effektiveren Aktivierung von Januskinasen mit nach-
folgender unspezifischer Phosphorylierung zytoplasmatischer STAT-Faktoren. U¨bereinstimmend mit
den hier erhobenen Daten konnte jedenfalls bisher keine STAT5-Aktivierung durch den nativen IL-6-
Rezeptorkomplex gezeigt werden. Allerdings wurde in einigen Publikationen eine STAT5-Aktivierung
durch den LIF-Rezeptorkomplex beschrieben [58, 67], die auf die relativ große Sequenza¨hnlichkeit von
LIFR und OSMR zuru¨ckzufu¨hren sein ko¨nnte. Mo¨glicherweise ist die Fa¨higkeit der Zytokinrezeptoren
zur Aktivierung von STAT-Faktoren auch abha¨ngig vom untersuchten Zelltyp. In der vorliegenden Ar-
beit wurden beim Vergleich von OSM und LIF die humanen Zelllinien HepG2 und MCF7 eingesetzt.
Dagegen wurde in den Publikationen, die eine STAT5-Aktivierung durch den LIFR beschreiben, auf die
murine Hepatomzelllinie Hepa-1 bzw. auf die Affennierenzellen COS-7 zuru¨ckgegriffen. Außerdem wur-
de eine STAT5-Aktivierung durch den LIFR in diesen Studien nicht am nativen LIF-Rezeptorkomplex
sondern nach U¨berexpression von LIF-Rezeptorkonstrukten beobachtet [58, 67]. Dass in den hier dar-
gestellten Ergebnissen keine STAT5-Aktivierung durch LIF und IL-6 zu beobachten war, ko¨nnte auch
darauf zuru¨ckzufu¨hren sein, dass die Konzentrationen von phosphoryliertem STAT5 nach LIF- bzw.
IL-6-Stimulation viel geringer sind als nach OSM-Stimulation und sich daher nicht mittels Westernblot
nachweisen lassen. Weitere Hinweise zur Kla¨rung der Bedeutung des OSMR fu¨r die STAT5-Aktivierung
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wurden deshalb durch Reportergenassays mit dem α-Casein-Promotor gewonnen.
5.2 Der α-Casein-Promotor weist eine ausreichende Spezifita¨t fu¨r STAT5b auf
Um die STAT5-Aktivierung durch den OSMR na¨her zu untersuchen, wurde zuna¨chst nach einer in-
vitro-Methode gesucht, mit deren Hilfe sich die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors mo¨glichst
sensitiv nachweisen la¨sst. Zwar stehen mit dem Westernblot und dem elektrophoretischen Mobilita¨ts-
Shift-Assay (EMSA) bereits zwei STAT5-spezifische Nachweismethoden zur Verfu¨gung [72], allerdings
werden nur Phosphorylierung bzw. DNA-Bindung von STAT5 nachgewiesen. Aussagen u¨ber die tran-
skriptionelle Aktivita¨t von STAT5 lassen sich nicht machen. Diesbezu¨glich vorteilhafter ist der Re-
portergenassay, der im Gegensatz zum Westernblot und EMSA auch die transkriptionelle Aktivita¨t
des Transkriptionsfaktors zeigt. Aus diesem Grund sollte auf Reportergenassays mit einem mo¨glichst
STAT5-spezifischen Promotor zuru¨ckgegriffen werden. Geeignet dafu¨r erschien das unter (3.10.1.1) be-
schriebene Reportergenkonstrukt mit der STAT5-Bindungsstelle aus dem α-Casein-Promotor, das sich
im verwendeten Untersuchungssystem wie erwartet bevorzugt durch STAT5b aktivieren ließ. So hatte
STAT1 keinen Einfluss auf die Expression des Reportergens, allerdings zeigte sich eine nicht unerheb-
liche Induzierbarkeit des Promotorkonstruktes durch STAT3. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse
ist jedoch zu beachten, dass in diesem Versuch (Siehe Abb. 11) die jeweiligen STAT-Faktoren deutlich
u¨berexprimiert wurden. Dadurch ko¨nnen unspezifische Interaktionen zwischen STATs und Bindungs-
stelle des Promotors auftreten, die ursa¨chlich dafu¨r sein ko¨nnten, dass auch STAT3 zu einer Induktion
des α-Casein-Promotorkonstruktes gefu¨hrt hat. In allen weiteren Experimenten wurde nur STAT5b
kotransfiziert. Daher sollte eine eventuelle Beeinflussung durch aktiviertes STAT3 aufgrund fehlender
U¨berexpression dieses STATs geringer ausfallen. Weiterhin erwies sich die relativ hohe Hintergrund-
aktivita¨t des Promotors als Nachteil, da hierdurch die relative Induktion des Reportergens vor und
nach Stimulation nicht immer sehr deutlich ausfiel. Ferner ist bei Verwendung von Reportergenassays
zu beru¨cksichtigen, dass die Bindungsaktivita¨t der STATs an ihren Promotor durch Interaktion mit
diversen anderen Proteinen modifiziert wird. So ko¨nnten die verwendeten Rezeptorkonstrukte zur Ak-
tivierung weiterer Signalwege fu¨hren, die im Sinne eines Crosstalks auf das Bindungsvermo¨gen von
STAT5 Einfluss nehmen und damit das Ergebnis des Reportergenassays verzerren. Insgesamt scheint
das Reportergenkonstrukt mit dem α-Casein-Promotor aber trotz seiner Nachteile ausreichend spezi-
fisch die Aktivierung von STAT5b widerzuspiegeln. Erga¨nzend zum Reportergenassay wurde ha¨ufig
zusa¨tzlich die STAT5-Phosphorylierung im Westernblot detektiert, die mit den Reportergenassays
u¨bereinstimmende Ergebnisse lieferte.
5.3 Eingrenzung der fu¨r die STAT5-Aktivierung notwendigen OSMR-Regionen
Die Aktivierung von STAT-Faktoren erfolgt nach dem ga¨ngigen JAK/STAT-Modell u¨ber eine Rekru-
tierung der STATs an bestimmte Rezeptortyrosinmotive mit nachfolgender Phosphorylierung durch
rezeptorassoziierte Januskinasen.
Fu¨r STAT1 und STAT3 konnten mit den Sequenzen YXPQ bzw. YXXQ charakteristische Bin-
demotive beschrieben werden [55, 57]. Durch Untersuchung des Bindungsverhaltens von STAT1 und
STAT3 an verschiedene Phosphopeptide wurden die beiden Bindemotive im Jahr 2003 noch genauer
definiert. STAT1 bevorzugt demnach Peptide mit dem Motiv Y-(D/E)-(P/R)(R/P/Q). STAT3
bindet an das Motiv Y-(basisch/hydrophob)-(P/basisch)-Q. Im Falle des STAT5 wurden beim
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Rezeptor Tyrosinmotiv Tyrosinmotiv Referenz
IL-2Rβ 392 D A Y C T F P [67, 99, 100]
510 D A Y L S L Q [67, 99, 100]
EPOR 343 D T Y L V L D [67, 68, 93, 97, 99]
401 F E Y T I L D [68, 97, 99]
431 Y L Y L V V S [68, 99]
479 P G Y V A C S [68, 99]
GHR 315 (333) D S Y K P E F [94, 99]
320 (338) E F Y N D D S [94, 99]
469 (487) D F Y A Q V S [95, 96, 99]
516 (548) N A Y F C E A [95, 96, 99]
566 (548) D I Y I T T E [95, 96, 99]
609 (627) C G Y V S T D [95, 96, 99]
PRLR 473 T V Y V K K P [99]
479 P D Y V E I H [99]
580 L D Y L D P T [99]
GM-CSFRβ 882 Q D Y L S L P [67]
Tabelle 8: STAT5-aktivierende Rezeptortyrosinmotive (in Klammern angegeben die entsprechenden Tyrosinmotive
des murinen Rezeptors)
Wachstumshormon(GH)- [94, 95, 96], Erythropoetin(EPO)- [68, 97, 98], Prolaktin(PRL)- [99] und
Interleukin-2-Rezeptor [67, 99, 100] Tyrosine identifiziert, die fu¨r die STAT5-Rekrutierung von Bedeu-
tung sind. Tabelle 8 gibt daru¨ber einen U¨berblick. Beim Vergleich der umgebenden Aminosa¨uren ergibt
sich jedoch keine eindeutige Konsensussequenz. Das Motiv DXY, das einige Tyrosine im GHR, EPOR,
und IL-2Rβ beschreibt, wurde als mo¨gliches STAT5 bindendes Motiv vorgeschlagen [94, 99]. Weiterhin
wurde von May et al. durch Rezeptormutationsanalysen ein Motiv D-1/-2YZhydrophobXZhydrophob
identifiziert, das die Aktivierung von STAT5 vermittelt [67]. Daru¨ber hinaus wurde bei STAT5 auch
eine Aktivierung unabha¨ngig von Rezeptortyrosinen durch direkte Interaktion mit JAK2 beobachtet.
Um die fu¨r die STAT5-Aktivierung verantwortlichen Rezeptorregionen na¨her einzugrenzen, wurden
zuna¨chst Deletionsmutanten der IL-5Rβ/OSMR-Chima¨re eingesetzt.
Dabei zeigte sich, dass die STAT3-Bindemotive (YXXQ: Y917 und Y944) fu¨r die STAT5-
Rekrutierung nicht notwendig sind. Auch die Tyrosine Y901 und Y861 spielen fu¨r die Aktivierung
von STAT5 durch den OSMR offenbar keine Rolle. Eine deutliche Reduktion der STAT5-Aktivierung
zeigte sich dann jedoch beim Konstrukt Ost4. Dieser auf den ersten Blick nicht sehr deutliche Abfall
der Luciferasegenexpression gewinnt vor allem dann an Bedeutung, wenn die erheblich bessere Ober-
fla¨chenexpression des Rezeptorkonstruktes Ost4 beru¨cksichtigt wird. Dies deutet auf eine Beteiligung
der Tyrosine Y837 und Y839 bei der STAT5-Aktivierung hin. Interessanterweise befinden sich die Ty-
rosine Y837 und Y839 innerhalb des gemeinsamen Motivs YLYLLP, das bis auf die saure Aminosa¨ure
in -1/-2 Position eine bemerkenswerte U¨bereinstimmung mit dem von May et al. [67] identifizierten
STAT5-Aktivierungsmotiv D-1/-2YZhydrophobXZhydrophob aufweist.
STAT5-Tyrosinmotiv: D-2/-1 Y Z X Z
OSMR-Motiv: PN Y L Y L L P
(Z= hydrophobe Aminosa¨ure, z.B. Leucin)
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Auffa¨llig ist auch die A¨hnlichkeit mit einem STAT5-bindenden Motiv im Erythropoetin-Rezeptor
(Tyrosin 431) [68, 97, 99]:
EPOR-Motiv (Tyr 431): L K Y L Y L V V S
OSMR-Motiv: P N Y L Y L L P T
Erwa¨hnenswert ist weiterhin, dass von Baumann et al. bereits die sechs Tyrosine des murinen OSMR
auf ihre Fa¨higkeit zur STAT5-Rekrutierung untersucht wurden, wobei keine Identifizierung eines
STAT5-bindenden Tyrosinmotivs gelang (Arbeitsgruppe H. Hermanns, Aachen, perso¨nliche Kommu-
nikation). Diese untersuchten murinen Tyrosinmotive entsprechen den Tyrosinen Y771, Y778, Y861,
Y901 Y917 und Y944 des humanen OSMR. Damit erscheint eine Beteiligung dieser Tyrosine an der
STAT5-Aktivierung durch den humanen OSMR unwahrscheinlich. Dem murinen Rezeptor fehlt jedoch
das humane YLYLLP-Motiv. Daher ko¨nnte diesem durchaus eine herausragende Bedeutung bei der
STAT5-Aktivierung zukommen, wie es die hier dargestellten Ergebnisse zeigen. Bei der Interpretation
der vorliegenden Ergebnisse ist allerdings zu beru¨cksichtigen, dass bei den eingesetzten Deletions-
mutanten der Einfluss von unerkannten Sto¨rfaktoren, wie z.B. rezeptorbindenden Inhibitorproteinen,
zu einer Verfa¨lschung der Ergebnisse fu¨hren kann. Außerdem ist die Rekrutierung von anderen Mo-
leku¨len (Kofaktoren), wie zusa¨tzlichen Transkriptionsfaktoren, ebenso wie die Serinphosphorylierung
von STAT5, fu¨r die optimale Fa¨higkeit zur Genaktivierung notwendig [100, 101]. Solche Einflussfakto-
ren lassen sich mit Deletionsmutanten schlecht kontrollieren, was die Vergleichbarkeit der verku¨rzten
Konstrukte einschra¨nkt. Um derartige Artefakte weitgehend zu vermeiden, bietet sich der Einsatz von
Punktmutanten an, bei denen das entsprechende Tyrosin durch Phenylalanin ersetzt wird. Phenyl-
alanin fehlt eine Hydroxylgruppe, wodurch es nicht wie Tyrosin phosphoryliert werden kann. Da sich
diese beiden Aminosa¨uren ansonsten gleichen, sind unerwu¨nschte Konformationsa¨nderungen oder ne-
gative Beeinflussungen weiterer Kofaktoren beim mutierten Rezeptor unwahrscheinlich. Ein weiterer
interessanter Ansatz wa¨re die Verwendung von Phosphopeptiden, was im Ausblick unter 6.2 na¨her
erla¨utert wird.
5.4 Eine Aktivierung von STAT5 ist auch ohne Tyrosine mo¨glich
Interessanterweise zeigte sich beim Einsatz der OSMR-Deletionsmutanten, dass auch das Konstrukt
βOst4, dem sa¨mtliche Tyrosine distal der Box1/2 fehlen, zur Aktivierung von STAT5 fa¨hig ist. Dies
ist insofern u¨berraschend, als dass fu¨r die selektive Rekrutierung von STAT-Faktoren in den meisten
Fa¨llen bestimmte Rezeptortyrosinmotive erforderlich sind [55, 57, 68, 94, 95, 96, 97, 98, 100]. Da βOst4
außer den beiden Tyrosinen Y771 und Y778 in der Box1/2-Region keine Tyrosinmotive besitzt, die
als Andockstellen fu¨r STAT5 dienen ko¨nnten, muss die Phosphorylierung von STAT5 hier u¨ber einen
anderen Weg erfolgen. Mit der intakten Box1/Box2-Region verfu¨gt Ost4 noch u¨ber die Fa¨higkeit zur
Assoziation mit den Januskinasen. Daher ist es nahe liegend zu vermuten, dass der STAT5-Aktivie-
rung hier eine direkte Interaktion mit den JAKs zugrunde liegt. Bereits in fru¨heren Studien wurde
kontrovers diskutiert, ob eine STAT5 Aktivierung auch u¨ber eine direkte Interaktion zwischen STAT5
und JAK2 erfolgen kann. Die dazu vero¨ffentlichten Arbeiten sind allerdings zum Teil widerspru¨chlich.
So wurde bei der von IL-3, GM-CSF und IL-5 gemeinsam genutzten β-Rezeptoruntereinheit sowie
beim Wachstumshormonrezeptor eine STAT5-Aktivierung u¨ber Rezeptormutanten ohne intrazellula¨re
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Tyrosine beobachtet [77]. Auch beim Prolaktinrezeptor scheint keine Rezeptortyrosinphosphorylie-
rung erforderlich zu sein [101]. Bemerkenswerterweise konnte STAT5 auch durch ein Fusionsprotein
aus der Extrazellula¨r- und Transmembrandoma¨ne des EGF(epidermal growth factor)-Rezeptors und
JAK2 aktiviert werden [78]. Auf der anderen Seite wurde eine Mutante der IL-3/GM-CSF/IL-5Rβ-
Kette beschrieben, die zwar JAK2, nicht jedoch STAT5 aktivieren kann [79]. Weiterhin deuten einige
Studien am Wachstumshormonrezeptor eher auf eine STAT5-Rekrutierung durch Rezeptortyrosine
als auf eine direkte JAK/STAT-Interaktion hin [95, 96, 102, 103]. Allerdings unterscheiden sich die-
se Arbeiten zum Teil erheblich durch den verwendeten Zelltyp, die untersuchten Rezeptoren und
die Expressionsmenge der untersuchten Proteine. Daher ist ein direkter Vergleich der Studien sowie
ein Ru¨ckschluss auf den OSMR in humanen Zellen nur eingeschra¨nkt mo¨glich. Mo¨glicherweise kann
STAT5 auch mit unterschiedlicher Affinita¨t an verschiedene Interaktionspartner binden: So ko¨nnten
bei Fehlen eines rekrutierenden Rezeptortyrosins andere unter physiologischen Bedingungen weniger
gut bindende Tyrosine die STAT5-Bindung u¨bernehmen bis es letztendlich bei vollsta¨ndigem Feh-
len von Rezeptortyrosinen zu einer Rekrutierung von STAT5 an die Januskinase 2 kommt. Auch
wenn die Bedeutung von Tyrosinmotiven in Zytokinrezeptoren noch strittig ist, konnten andere Au-
toren eindeutig eine direkte Interaktion von STAT5 und JAK2 nachweisen. So wurde in vitro eine
STAT5-Aktivierung durch aufgereinigte Januskinase 2 [104] und durch mit Antiko¨rpern quervernetzte
JAK2-Fusionsproteine erzielt [105]. Eingeschra¨nkt wird die Aussagekraft dieser Arbeiten allerdings
dadurch, dass JAK und STAT in relativ hohen Konzentrationen eingesetzt wurden, wodurch unspe-
zifische Protein-Protein-Interaktionen begu¨nstigt werden. Fujitani et al. untersuchten neben STAT5
auch STAT1 und STAT3 auf eine Interaktion mit JAK2: Im yeast-to-hybrid -System zeigte sich da-
bei, dass ausschließlich STAT5, nicht jedoch STAT1 oder STAT3 mit JAK2 interagiert [10]. Daher
handelt es sich tatsa¨chlich eher um eine spezifische Interaktion zwischen JAK2 und STAT5 als um
einen unspezifischen Effekt durch U¨berexpression von Proteinen. Barhamand-Pour et al. gelang es
die JAK2/STAT5-Interaktion genauer zu charakterisieren. Ausreichend fu¨r eine Interaktion sind eine
intakte Kinase-Doma¨ne der JAK2 und die SH2-Doma¨ne von STAT5. Daneben konnten die Auto-
ren ausschließen, dass Adapterproteine zur JAK2/STAT5-Interaktion notwendig sind [106]. Weiterhin
scheint die JAK2/STAT5-Interaktion vom Phosphorylierungsstatus des STAT5 abha¨ngig zu sein. In
vitro bildet rekombinantes JAK2 ausschließlich Komplexe mit unphosphoryliertem STAT5 [107]. Hin-
weise ob eine direkte JAK2/STAT5-Interaktion auch in der OSM-Signaltransduktion auftritt, gab es
bisher nicht. Die Tatsache, dass auch das Konstrukt Ost4 noch zur STAT5-Aktivierung fa¨hig ist, deu-
tet jedoch in diese Richtung. Auch die unter 4.2 dargestellten Befunde lassen sich mit dieser Annahme
in Einklang bringen. In JAK2-defizienten Zellen (γ2A) findet sich im Vergleich mit den Wildtypzellen
(2C4) eine Reduktion der STAT5-Phosphorylierung um ca. 50%, die sich durch Rekonstitution mit
JAK2 wieder aufheben la¨sst (Siehe Kapitel 4.2.1). Ebenso kann die STAT5-Phosphorylierung durch
den JAK2-spezifischen Inhibitor AG490 bereits in geringer Konzentration um ca. die Ha¨lfte reduziert
werden. Unter der Annahme, dass die STAT5-Aktivierung am OSMR sowohl u¨ber Rezeptortyrosine
als auch u¨ber eine direkte JAK2/STAT5-Interaktion verla¨uft, lassen sich diese Befunde folgenderma-
ßen erkla¨ren: In Zellen mit funktionfa¨higer JAK2 kommt es zur maximalen Aktivierung von STAT5
u¨ber Rezeptortyrosine und eine direkte Interaktion mit JAK2. Fehlt JAK2, bzw. ist seine Funktion
durch Inhibitoren beeintra¨chtigt, fa¨llt die Mo¨glichkeit einer Aktivierung u¨ber direkte JAK/STAT-
Interaktion weg, Rezeptortyrosine ermo¨glichen jedoch noch eine Rekrutierung von STAT5 an den
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Rezeptor, so dass STAT5 nun auf diesem Weg durch JAK1 phosphoryliert werden kann. Rekonsti-
tution von JAK2 ermo¨glicht wieder den zusa¨tzlichen Aktivierungsweg u¨ber eine direkte Interaktion
mit maximaler STAT5-Aktivierung. Auch wenn anhand der vorliegenden Versuchsergebnisse kein ein-
deutiger Nachweis dieser Hypothese vorliegt, so zeigen die Daten, dass die Januskinase 2 fu¨r die
STAT5-Phosphorylierung durch OSM von Bedeutung ist. Ihre enzymatische Funktion la¨sst sich of-
fensichtlich nicht vollsta¨ndig durch andere Kinasen, z.B. JAK1, ersetzen. Unerwartet war dagegen,
dass in JAK1-defizienten Zellen (U4C) u¨berhaupt keine STAT5-Phosphorylierung mehr detektierbar
war. Dies unterscheidet STAT5 von STAT3, das sowohl in JAK1- als auch JAK2-defizienten Zellen
noch eine nachweisbare Aktivierung aufweist (Abb. 11). Bei STAT3 scheint eine intakte Januskinase
das Fehlen der anderen Januskinasen auszugleichen. Eine a¨hnliche Austauschbarkeit der Januskinasen
findet sich bei vielen Signaltransduktionswegen [106]. Diese Redundanz der Januskinasen fehlt offen-
bar bei der STAT5-Aktivierung. Dass sich ein Mangel an JAK2 durch reduzierte STAT5-Aktivierung
bemerkbar macht, la¨sst sich durch eine spezifische JAK2/STAT5-Interaktion erkla¨ren, offen bleibt
jedoch die Frage, warum JAK1 fu¨r die STAT5-Phosphorylierung essentiell ist. Eine Erkla¨rung hierfu¨r
liefert das in Abb. 22 schematisch dargestellte Modell von JAK1 als ”Initiatorkinase“.
Abbildung 22: Modell von JAK1 als
”
Initiatorkinase“: Nach Rezeptordimerisierung kommt es zuna¨chst
zur Autophosphorylierung von JAK1. Erst dann wird JAK2 (und eventuell TYK2) durch JAK1 phosphoryliert und
damit aktiviert. Fehlt JAK1, kann JAK2 nicht aktiviert werden. Eventuell existiert aber noch eine zur Autophos-
phorylierung fa¨hige Januskinase TYK2, die den Rezeptor und weitere Signaltransduktionsmoleku¨le (wie STAT3)
aktivieren kann.
Nach dieser Hypothese kommt es zuna¨chst nach Rezeptordimerisierung zur Autophosphorylierung
von JAK1. Erst dann wird auch JAK2 durch JAK1 phosphoryliert und damit aktiviert. In U4C-Zellen
fehlt JAK1 und damit auch die Mo¨glichkeit zur Aktivierung von JAK2 und STAT5. Eventuell existiert
aber noch eine zur Autophosphorylierung fa¨hige Januskinase TYK2, die den Rezeptor phosphoryliert
und damit noch eine Rekrutierung und Aktivierung von STAT3 erlaubt. Dieses Modell ist konsis-
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tent mit neuesten Ergebnissen aus der Arbeitsgruppe von H. Hermanns (Aachen), die in U4C-Zellen
keine Phosphorylierung von JAK2, wohl aber von TYK2 zeigen. Es kann allerdings nicht ausgeschlos-
sen werden, dass bei den oben diskutierten Ergebnissen sehr geringe Mengen an phosphoryliertem
STAT5 mit Hilfe des Westernblots nicht nachgewiesen werden ko¨nnen. Daher erscheint eine Verifizie-
rung der Ergebnisse mit anderen, unter 4.1.1 diskutierten Nachweismethoden angebracht. Eine weitere
Mo¨glichkeit ist, dass JAK2 eventuell gebundenes STAT5 nicht selber phosphoryliert, sondern nur als
Adapterprotein fungiert, STAT5 rekrutiert und daraufhin die benachbarten, gp130-gebundenen Janus-
kinasen JAK1 und Tyk2 STAT5 phosphorylieren. Fehlt JAK2, wu¨rde die Rekrutierung u¨ber Rezeptor-
tyrosine fu¨r eine, allerdings reduzierte STAT5-Phosphorylierung ausreichen. Ein Mangel der STAT5-
phosphorylierenden Kinasen JAK1 und Tyk2 wu¨rde sich dagegen deutlicher bemerkbar machen. Ge-
gen diese Hypothese sprechen allerdings Studien, in denen eine direkte STAT5-Phosphorylierung durch
u¨berexprimierte JAK2 gezeigt wurde [10, 104, 105, 106, 107]. Auch die in der vorliegenden Arbeit er-
hobenen Befunde zeigen, dass eine intakte Kinasefunktion von JAK2 Voraussetzung fu¨r eine maximale
STAT5-Aktivierung ist. Erstens zeigte sich in Zellen mit einer JAK2-Mutante ohne Kinasefunktion
eine noch sta¨rker reduzierte STAT5-Phosphorylierung als in JAK2-defizienten Zellen, was auf einen
dominant negativen Effekt der inaktiven JAK2-Mutante hinweist. Ursache hierfu¨r ist mo¨glicherwei-
se die kompetitive Verdra¨ngung der JAK1 vom Rezeptor. Zweitens konnte AG490 als Inhibitor der
JAK2-Kinasefunktion die STAT5-Aktivierung deutlich reduzieren. Dies la¨sst eine reine Adapterfunk-
tion von JAK2 unwahrscheinlich erscheinen. Mo¨glich wa¨re es allerdings auch, dass die Interaktion
von STAT5 und JAK2 wie von Barhamand-Pour et al. [106] angenommen, u¨ber die Kinase-Doma¨ne
verla¨uft und AG490 diese Interaktion sterisch behindert. So entha¨lt die JAK2-Kinasedoma¨ne im ak-
tivierten Zustand diverse Phosphotyrosinmotive, die der Rekrutierung von STAT5 dienen ko¨nnten
[106]. Denkbar wa¨re auch, dass JAK2 sogar mehrere zur STAT5-Assoziation fa¨hige Doma¨nen besitzt,
was die Effektivita¨t der STAT5-Aktivierung steigern ko¨nnte. Interessante Aufschlu¨sse, ob tatsa¨chlich
die enzymatische Aktivita¨t von JAK2 fu¨r die STAT5-Phosphorylierung von Bedeutung ist, wurden
von den Proteinen SH2-Bβ und APS erwartet, mit denen sich die Kinaseaktivita¨t von JAK2 gezielt
versta¨rken bzw. hemmen la¨sst. Leider ging in diesen Versuchen die U¨berexpression von SH2-Bβ und
APS mit einer reduzierten STAT5-Expression einher, wodurch eine zuverla¨ssige Aussage u¨ber den Ef-
fekt dieser Proteine unmo¨glich wurde. Vermutlich ist die reduzierte Expression von STAT5 ursa¨chlich
dafu¨r, dass wider Erwarten bei Koexpression von SH2-Bβ u¨berhaupt kein Phospho-STAT5 mehr de-
tektiert werden konnte. Eine weitere mo¨gliche Erkla¨rung ist, dass SH2-Bβ durch seine Bindung an
JAK2 die Rekrutierung von STAT5 an die Kinase behindert. Insgesamt erscheinen SH2-Bβ und APS
so stark ins zellula¨re Gleichgewicht einzugreifen, dass weitere Versuche mit diesen Proteinen nicht sinn-
voll erschienen. Stattdessen wurde der Versuch unternommen, eine mo¨gliche JAK/STAT-Interaktion
am OSMR mit Hilfe von Koimmunpra¨zipitation nachzuweisen, was jedoch nicht zuverla¨ssig gelang.
Dazu wurden verschiedene OSMR-Konstrukte immunpra¨zipitiert und auf eine Koimmunpra¨zipitation
von JAK2 und STAT5 hin untersucht. Bemerkenswerterweise gelang es einmalig eine Koimmunpra¨zi-
pitation von Ost4 mit STAT5 nachzuweisen, die stark auf eine JAK/STAT5-Interaktion hinweist, da
Ost4 u¨ber keine intrazellula¨ren Tyrosine unterhalb der Box1/2-Region verfu¨gt. Leider konnte dieses
Ergebnis nicht reproduziert werden, da nachfolgende Versuche ein uneinheitliches Bild ergaben. Auch
wenn der direkte Nachweis einer direkten JAK/STAT-Interaktion am OSMR misslang, deuten die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit daraufhin, dass mo¨glicherweise zwei alternative Wege der STAT5-
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Aktivierung durch OSM existieren. Erstens u¨ber Rezeptortyrosinmotive, wobei den Tyrosinen Y837
und Y839 eine besondere Bedeutung zukommt, zweitens u¨ber eine direkte JAK2/STAT5 Interaktion
(Abb. 23).
Abbildung 23: Schematische Darstellung der mo¨glichen Aktivierungsmechanismen von STAT5 am
OSMR: Mo¨glicherweise existieren zwei alternative Wege der STAT5-Aktivierung durch OSM. Erstens u¨ber Re-
zeptortyrosine, wobei den Tyrosinen Y837 und Y839 eine besondere Bedeutung zukommt (A), zweitens u¨ber eine
direkte JAK2/STAT5 Interaktion (B).
Eine solche Verfu¨gbarkeit von mehreren Signalwegen ko¨nnte dazu dienen das Zellu¨berleben zu si-
chern, wenn ein Weg ausfa¨llt. Mo¨glicherweise existieren mehrere STAT5-Bindungsstellen am Rezeptor
und an JAK2 mit unterschiedlicher Affinita¨t. In diesem Fall ko¨nnte die Konzentration des Zytokins
bzw. die Menge aktivierter Januskinase daru¨ber entscheiden, ob und mit welcher Intensita¨t STAT5 ak-
tiviert wird. So ist bei anderen Proteinen mit SH2-Doma¨ne bekannt, dass sie in Abha¨ngigkeit der Ligan-
denkonzentration in hierarchischer Reihenfolge an verschiedene Rekrutierungsstellen binden [68]; bei
Abwesenheit des Hauptbindemotivs kommt es zur Bindung an alternative Sequenzen. So ist mo¨glicher-
weise die Phosphorylierung des Rezeptors bei einigen Zytokinrezeptoren nicht obligatorisch, sondern
versta¨rkt lediglich die STAT5-Aktivierung. Ebenso scheint auch die Tyrosinphosphorylierung des Pro-
laktinrezeptors eher ein positiver Modulator als ein obligatorischer Schritt in der Signaltransduktion
zu sein [101]. Sollte wie vermutet auch beim OSMR eine Phosphorylierung von STAT5 unabha¨ngig von
dessen Rezeptorbindung auftreten, so ko¨nnte dennoch in vielen Situationen, beispielsweise wenn die
Rezeptorzahl niedrig ist oder wenn viele verschiedene Signale der Zelloberfla¨che zum Wettbewerb der
signaltransduzierenden Proteine um die Bindung an JAK2-Phosphotyrosine fu¨hren, eine Versta¨rkung
des Signals durch Rezeptorandockstellen no¨tig sein. Interessanterweise ist auch der murine OSMR zur
Aktivierung von STAT5 fa¨hig, obwohl ihm das YLYLLP Motiv (Y837 und Y839) fehlt und bisher
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kein STAT5-bindendes Tyrosin identifiziert werden konnte. Allerdings zeigt der murine OSMR eine
um den Faktor 5-10 bessere Oberfla¨chenexpression als der humane OSMR, so dass mo¨glicherweise bei
dem murinen OSMR keine Rezeptorandockstellen fu¨r eine Versta¨rkung der STAT5-Aktivierung no¨tig
sind. Umgekehrt ko¨nnte beim humanen OSMR eine ma¨ßige Aktivierung von STAT5 mo¨glicherweise
ausschließlich u¨ber Rezeptortyrosine erfolgen, wa¨hrend eine maximale Rekrutierung zusa¨tzlich die di-
rekte JAK/STAT-Interaktion erfordert. In diesem Zusammenhang sind Arbeiten von Damen et al. [68]
und Quelle et al. [98], in denen die STAT5-Aktivierung durch den Erythropoetin-Rezeptor untersucht
wurde, erwa¨hnenswert. Die Autoren zeigten, dass sowohl durch Tyrosinmotive als auch ohne Phospho-
tyrosinreste des Rezeptors eine STAT5-Aktivierung bewirkt werden kann. In letzterem Fall sind aller-
dings ho¨here Konzentrationen an EPO fu¨r eine STAT5-Aktivierung erforderlich. Dass die Spezifita¨t
des JAK/STAT-Signalweges durch die Konzentration der beteiligten Signalmoleku¨le beeinflusst wird,
zeigt sich auch darin, dass die U¨berexpression von JAKs zu deren konstitutiver Aktivierung [72, 106]
und nachfolgend zur unspezifischen Phosphorylierung zytoplasmatischer Proteine fu¨hrt, weshalb in
dem unter 4.1.5 dargestellten Versuch zur Bestimmung der STAT5-Bindungsregion im OSMR auf eine
Koexpression von Januskinasen verzichtet wurde. In der vorliegenden Arbeit kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass die bei βOst4 beobachtete Aktivierung von STAT5 ebenfalls auf einem unspezifi-
schen Effekt beruht, dies erscheint allerdings unwahrscheinlich, da eine STAT5-Aktivierung dann auch
bei der entsprechenden gp130-Chima¨re zu erwarten wa¨re. Die Beobachtung, dass gp130-Homodimere
keine STAT5-Aktivierung induzieren ko¨nnen, wirft allerdings die Frage auf, warum eine STAT5-Ak-
tivierung u¨ber eine JAK2/STAT5-Interaktion nur am OSMR und nicht an gp130 mo¨glich sein soll.
Eventuell bestehen Unterschiede in der Konformation der beiden Rezeptorketten, die beim OSMR
die JAK/STAT-Interaktion erlauben, beim gp130 jedoch behindern. Die unterschiedliche Fa¨higkeit
des gp130 und OSMR zur STAT5-Aktivierung stu¨tzt jedoch eher die Annahme, dass bestimmte Re-
zeptortyrosinmotive, die im OSMR, nicht jedoch in gp130 vorhanden sind, STAT5 rekrutieren. Ei-
ne mo¨gliche Erkla¨rung wa¨re, dass die Konformation eines OSMR-Heterodimers im Vergleich zum
gp130-Homodimer eine viel sta¨rkere Aktivierung der Januskinasen ermo¨glicht, was zur Rekrutierung
zytoplasmatischer STATs an die so aktivierten JAKs fu¨hrt. Eine versta¨rkte JAK-Aktivierung ko¨nnte
auch erkla¨ren, warum OSM unter allen IL-6-Zytokinen als potentester STAT-Aktivator auffa¨llt. In
der Tat kann man nach OSM-Stimulation diverser Zelllinien und Prima¨rzellen eine deutlich sta¨rke-
re Phosphorylierung von JAK1 und JAK2 im Aktivierungsloop beobachten (Arbeitsgruppe Dr. H.
Hermanns, Aachen, perso¨nliche Kommunikation). Interessant erschien weiterhin, ob neben den Janus-
kinasen, deren Mitglieder JAK1 und JAK2 mit dem OSMR assoziieren, mo¨glicherweise auch Kinasen
der Src-Familie an der STAT5-Aktivierung beteiligt sind. Eine solche STAT-Aktivierung nach dem
JAK/Src/STAT-Modell (Siehe 4.2.5) ist fu¨r die Signalweitergabe anderer Zytokine wichtig, jedoch in
Bezug auf die OSM-Signaltransduktion, wie die erhobenen Daten zeigen (Siehe Abb. 21), offensichtlich
ohne Bedeutung.
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6.1 Bedeutung von STAT5 fu¨r die OSM-spezifische Zellantwort
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich Oncostatin M durch die starke Aktivierung von
STAT5 in verschiedenen Zelllinien auszeichnet. Eine STAT5-Aktivierung ließ sich nur durch OSM,
nicht durch LIF oder IL-6 induzieren. Durch Verwendung von chima¨ren Rezeptorkonstrukten zeigte
sich, dass die Rekrutierung von STAT5 den spezifischen OSMR erfordert und nicht u¨ber gp130 ver-
mittelt werden kann. Dies la¨sst vermuten, dass STAT5 in Zellantworten involviert sein ko¨nnte, die
OSM-spezifisch sind. Wang et al. zeigten, dass STAT5 an dem fu¨r OSM charakteristischen Genex-
pressionmuster wa¨hrend der Akut-Phase-Antwort beteiligt ist [59]. Es wa¨re sicherlich interessant zu
untersuchen, ob STAT5 auch in anderen Geweben fu¨r OSM-spezifische Effekte verantwortlich ist.
6.2 Weiterfu¨hrende Untersuchung der STAT5-rekrutierenden Tyrosinmotive des OSMR
Durch den Einsatz verku¨rzter OSMR-Konstrukte konnten die STAT5-rekrutierenden Tyrosine ein-
gegrenzt werden. Problematisch war dabei jedoch die unterschiedliche Oberfla¨chenexpression die-
ser Rezeptorchima¨ren. Nachteil der verwendeten Deletionsmutanten ist außerdem, dass die STAT5-
Bindungsfa¨higkeit mo¨glicherweise durch unbeabsichtige Konformationsa¨nderungen der Rezeptorkon-
strukte beeinflusst wird. Ebenso ist nicht auszuschließen, dass unerkannte Seiteneffekte wie der Verlust
rezeptorbindender regulatorischer Proteine bei einem Teil der Deletionskonstrukte auftreten und da-
durch das Ergebnis verzerren. Daher erscheint es sinnvoll, Punktmutanten der drei in Frage kommen-
den Tyrosine (Y837, Y839 und Y861) zu verwenden, bei denen jeweils ein Tyrosin durch Phenylalanin
ersetzt ist. Damit ließe sich die oben genannte Fehlerquelle minimieren und das STAT5-rekrutierende
OSMR-Motiv eindeutig identifizieren. Als alternative Methode zum Nachweis einer STAT5-Aktivie-
rung ko¨nnte statt eines Reportergenassays auch die mRNA-Expression von Genen, die selektiv durch
STAT5 reguliert werden, analysiert werden. Zu den Genen, die a¨ußerst spezifisch durch STAT5 ak-
tiviert werden, geho¨rt beispielsweise das CIS-Gen [108]. Leider fu¨hrte der Versuch ein Luciferase-
Reportergenkonstrukt mit dem CIS-Promotor zu schaffen, zum Verlust der STAT5-Spezifita¨t (Ar-
beitsgruppe Prof. Heinrich, Aachen, perso¨nliche Kommunikation). Interessanterweise induziert OSM
die CIS-mRNA (Arbeitsgruppe H. Hermanns, Aachen, perso¨nliche Kommunikation). Die Bestimmung
der CIS-mRNA-Spiegel ko¨nnte in zuku¨nftigen Experimenten eingesetzt werden, um hochspezifisch die
transkriptionelle Aktivita¨t von STAT5 nachzuweisen. Ein weiterer interessanter Ansatz, um potenti-
elle STAT5-Bindungsstellen des OSMR zu untersuchen, wa¨re die Durchfu¨hrung eines Peptidpra¨zi-
pitationsassays. Dabei werden Biotin-markierte OSMR-Phosphotyrosinpeptide mit einem STAT5-
exprimierenden Zelllysat inkubiert. Danach erfolgt eine Pra¨zipitation der Peptide u¨ber Streptavidin. In
einem Westernblot gegen STAT5 ko¨nnten dann die STAT5-bindenden OSMR-Phosphotyrosinpeptide
identifiziert werden.
6.3 Untersuchung der Signalweiterleitung u¨ber eine JAK2/STAT5-Interaktion
Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten deuten auf eine Aktivierung von STAT5 u¨ber eine direkte
Interaktion mit JAK2 hin, allerdings gelang kein unmittelbarer Nachweis einer solchen Interaktion
am OSMR. Vielversprechend erscheint der Ansatz, eine Koimmunpra¨zipitation von verschiedenen
chima¨ren IL-5R/OSMR-Konstrukten, JAK2 und STAT5 mit Antiko¨rpern gegen den IL-5Rβ, wie in
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Abbildung 24 erla¨utert, durchzufu¨hren. In der vorliegenden Arbeit gelang es zwar nicht mit Hil-
Abbildung 24: Koimmunpra¨zipitation von IL-5Rβ, JAK2 und STAT5: Ein chima¨res Rezeptorkonstrukt,
beispielsweise das hier dargestellte Ost4, wird in Zellen exprimiert. Mit Hilfe einer starken U¨berexpression von JAK2
wird diese Kinase konstitutiv aktiviert. STAT5 wird koexprimiert. Nach Lyse der Zellen erfolgt eine Immunpra¨zi-
pitation mit einem gegen den extrazellula¨ren Teil von IL-5Rβ gerichteten Antiko¨rper (α-IL-5Rβ) und Sepharose.
Die Immunpra¨zipitate werden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran
”
geblottet“. Im Westernblot
wird dann untersucht, ob es zur Koimmunpra¨zipitation von aktivierter JAK2 und STAT5 gekommen ist. La¨sst sich
eine Koimmunpra¨zipitation von STAT5 erkennen, deutet dies auf eine Beteiligung der in der eingesetzten Rezep-
torchima¨re vorhandenen Tyrosine bzw. im Falle von Konstrukten, denen jegliche Tyrosine distal der Box1/2 fehlen
(z.B. Ost4), auf eine direkte JAK2/STAT5-Interaktion hin.
fe einer solchen Koimmunpra¨zipitation reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, allerdings sollten diese
Experimente noch einmal wiederholt werden. Durch Variation der Versuchsbedingungen ko¨nnte ein re-
produzierbarer Nachweis einer solchen Koimmunpra¨zipitation gelingen. Eine Aktivierung durch JAKs
ko¨nnte dabei durch Kotransfektion der α-Rezeptorkette und Stimulation mit IL-5 erzielt werden. Man
ko¨nnte umgekehrt auch STAT5 direkt pra¨zipitieren und untersuchen, ob man nach Stimulation JAK2
kopra¨zipitieren kann. Daru¨ber hinaus ko¨nnte untersucht werden, ob bestimmte Bereiche von JAK2
oder STAT5 fu¨r die Interaktion dieser beiden Proteine entscheidend sind. Fujitani et al. beobachteten
bei starker U¨berexpression der Proteine eine Interaktion von STAT5 mit der Pseudokinasedoma¨ne
(JH2-Doma¨ne) der JAKs [10]. Bei moderater U¨berexpression zeigte sich jedoch in Experimenten von
Barahmand-Pour et al., dass die JH2-Doma¨ne nicht notwendig ist, sondern fu¨r eine JAK2/STAT5-
Interaktion eine intakte Kinase-Doma¨ne der JAK2 und die SH2-Doma¨ne von STAT5 ausreicht [106].
Ausgehend von diesen Studien ko¨nnte versucht werden, STAT5-Bindungssequenzen in der Januskinase
durch entsprechende Mutationsstudien zu finden.
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Die meisten Zytokine und Wachstumsfaktoren vermitteln ihre Wirkung durch Bindung an spezifi-
sche Rezeptoren an der Zelloberfla¨che und Auslo¨sung einer intrazellula¨ren Signalkaskade. Beim zur
Familie der Interleukin-6-Typ-Zytokine geho¨renden Botenstoff Oncostatin M (OSM) erfolgt die Signal-
weitergabe u¨ber einen Rezeptorkomplex aus den beiden Untereinheiten OSMR und gp130 und eine
Aktivierung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweg. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
sich OSM im Gegensatz zu LIF oder IL-6 durch die starke Aktivierung von STAT5 in verschiedenen
Zelllinien auszeichnet. Die Rekrutierung von STAT5 erfordert dabei den spezifischen OSMR und kann
nicht u¨ber gp130 vermittelt werden. Mittels verku¨rzter chima¨rer IL-5R/OSMR-Rezeptorkonstrukte
wurde die STAT5-Aktivierung na¨her charakterisiert. In einem weiteren Schritt wurde die Bedeutung
der Januskinasen bei der Aktivierung von STAT5 durch OSM na¨her untersucht. Zusammenfassend
zeigen die Ergebnisse Folgendes:
• Die STAT3-Bindetyrosine Y917 und Y944 sowie die weiter proximal gelegenen Tyrosine Y901
und Y861 des OSMR sind fu¨r eine STAT5-Rekrutierung nicht erforderlich.
• Die Tyrosine Y837 und Y839 innerhalb des gemeinsamen Motivs YLYLLP sind zur STAT5-
Aktivierung fa¨hig. Eine STAT5-Aktivierung ist auch ohne OSMR-Rezeptortyrosine mo¨glich, je-
doch nur, wenn eine intakte Box1/2-Region zur Assoziation mit den Januskinasen vorhanden
ist.
• Die beiden Januskinasen fu¨r die bisher eine Assoziation mit dem OSMR gezeigt werden konnte,
na¨mlich JAK1 und JAK2, sind beide an der Phosphorylierung von STAT5 beteiligt, wobei JAK1
obligatorisch fu¨r die STAT5-Aktivierung ist und JAK2 versta¨rkend eingreift.
• Fehlt die Kinaseaktivita¨t der JAK2 oder das YLYLLP-Motiv des OSMR, so fa¨llt die STAT5-
Aktivierung auf ungefa¨hr die Ha¨lfte ihres Ausgangswertes ab. Zur maximalen Aktivierung von
STAT5 sind sowohl die Tyrosine Y837 und Y839 als auch eine intakte Januskinase 2 erforderlich
Dass eine STAT5-Aktivierung am OSMR auch ohne Rezeptortyrosine mo¨glich ist, weicht vom bis-
her bei den IL-6-Typ-Zytokinen beschriebenen Mechanismus einer STAT-Rekrutierung u¨ber Rezep-
tortyrosinmotive ab, spricht allerdings fu¨r eine direkte JAK/STAT-Interaktion, wie sie von einigen
Autoren bei anderen Zytokinrezeptoren postuliert wurde. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen
Daten deuten darauf hin, dass die STAT5-Aktivierung einerseits u¨ber Rezeptorphosphotyrosine im
YLYLLP- Motiv des OSMR verla¨uft, andererseits u¨ber eine JAK2/STAT-Interaktion vermittelt wird.
Die dafu¨r verantwortlichen Interaktionen zwischen JAK2 und STAT5 am OSMR mu¨ssen in weiteren
Experimenten genauer untersucht werden.
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Most cytokines and growth factors act on their target cells by binding specific receptors on the
cell surface and activation of an intracellular signal cascade. OSM, a pleiotropic cytokine, belongs to
the IL-6 family of cytokines and signals through a receptor complex containing the subunits gp130
and OSMR. This leads to activation of the JAK/STAT pathway. Our study shows that OSM is
characterized by a strong activation of STAT5 in different cell lines; this is not the case for IL-6 or LIF.
Recruitment of STAT5 is mediated by the specific OSMR subunit and does not require gp130. Different
chimeric IL-5/OSMR mutants with a shortened intracellular part were used to further determine the
STAT5 activation. Additionally the role of the janus kinases in OSM-mediated STAT5 activation was
investigated. In summary, the results show the following:
• The STAT3 binding tyrosines Y917 and Y944 as well as the more distal localized tyrosines Y901
and Y861 are not required for STAT5 activation.
• The tyrosines Y837 and Y839 in the YLYLLP motif are able to recruit STAT5. Furthermore,
we observed a STAT5 activation independent of receptor tyrosine docking sites, but only in the
presence of an intact box1/2 region for the association with the janus kinases.
• JAK1 and JAK2, which bind to the OSMR, are both involved in STAT5-phosphorylation: JAK1
is mandatory, whereas JAK2 further enhances STAT5 activation.
• If JAK2 lacks its kinase activity or the OSMR its YLYLLP-motif, STAT5 activation is reduced
to approximately 50%. Maximal activation of STAT5 requires tyrosines Y837 and Y839 as well
as an intact kinase function of JAK2.
Our study shows that STAT5 activation through the OSMR subunit does not require receptor
tyrosine docking sites. This new finding is different from the previously described STAT activation
mechanism of IL-6-type cytokines, which is based on recruitment of STAT5 to receptor-tyrosine motifs.
Our results indicate a direct JAK/STAT interaction similar to that found for other cytokine receptors.
The present data suggests that the STAT5 activation is mediated by receptor phosphotyrosines of the
OSMR YLYLLP-motif as well as by a JAK2/STAT interaction. The responsible interactions between
JAK2 and STAT5 at the OSMR should be examined in further studies.
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